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3V ……………………………… Tercer ventrículo 
5TM ……………………………… 5 dominios transmembrana 
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ARNm ……………………………… Ácido Ribonucleico mensajero 
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GABA ……………………………… Ácido γ-aminobutírico  
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IHQ ……………………………… Inmunohistoquímica  
IP ……………………………… Intraperitoneal 
IR ……………………………… Inmuno-reactivo 
KO ……………………………… Knock-Out 
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1. Homeostasis energética 
Entre los aspectos fundamentales que caracterizan a los seres vivos se encuentra la capacidad para 
adaptarse a cambios bruscos bajo distintas condiciones ambientales. El termino homeostasis 
(gr. homeo- constante + gr. stasis, mantener) se utiliza para describir los mecanismos que regulan y 
mantienen constantes las condiciones del medio interno de un organismo, a pesar de las oscilaciones en 
el medio externo. Estos procesos pueden abarcar funciones como el balance energético corporal, el 
balance hidrosalino, la temperatura corporal, los niveles de glucosa sanguínea, entre otros. 
El balance energético es un proceso fisiológico regulado que mantiene el equilibrio entre la ingesta 
y el gasto de energía (Broberger, 2005, Adan and van Dijk, 2006), Hill et al. (2012). Dicho proceso se 
encuentra fuertemente regulado por el sistema nervioso central (SNC). El SNC es capaz de monitorear el 
estado energético del organismo, integrar la información y responder, en consecuencia, mediante diversos 
mecanismos homeostáticos tendientes a minimizar el impacto de las fluctuaciones energéticas (Schwartz 
et al., 2000). Los circuitos neuronales homeostáticos más importantes encargados de regular el balance 
energético están localizados en el hipotálamo y el tronco encefálico, los cuales se encuentran altamente 
regulados e interconectados entre sí (Schneeberger et al., 2014). 
El hipotálamo se sitúa en el diencéfalo, concretamente en la parte ventral del tálamo y está 
compuesto por diversos núcleos cerebrales relevantes en el control del balance energético (Schneeberger 
et al., 2014). Entre los núcleos hipotalámicos más importantes en el control del balance energético pueden 
mencionarse: el Núcleo Arcuato (ARC), el Núcleo Ventromedial (VMH), el Área Lateral (LHA), el Núcleo 
Dorsomedial (DMH) y el Núcleo Paraventricular (NPV). Dichos núcleos hipotalámicos están altamente 
vinculados entre sí, y participan del control de diversas funciones biológicas. Sin embargo, algunos poseen 
un rol más protagónico en el control de algunas funciones específicas. Por ejemplo, el ARC juega un rol 
preponderante en el control de la ingesta de alimentos, mientras que el NPV es el encargado de regular 
los principales ejes neuroendocrinos, como el eje Hipotálamo-Hipófiso-Adrenal (HHA). Por lo tanto, la 
función principal del hipotálamo es la integración de señales periféricas y neuronales que proporcionan un 
estricto control sobre diversos procesos conductuales, autónomos y/o endócrinos.  
El tronco encefálico se sitúa en la parte posterior del cerebro donde se une el mesencéfalo, el puente 
del tronco-encefálico y el bulbo raquídeo. Está compuesto por diversas regiones entre las que se destaca 
el Complejo Dorsal del Vago (DVC, de sus siglas en inglés para dorsal vagal complex). El DVC está 
compuesto por el Núcleo del Tracto Solitario (NTS), el Área Postrema (AP) y el Complejo Motor Dorsal del 
Vago, y controla funciones asociadas con el sistema nervioso autónomo, como la presión arterial, el 
balance hídrico, la frecuencia respiratoria, la motilidad gastrointestinal, entre otras (Barraco, 1994). El DVC 
recibe e integra información proveniente de señales periféricas como metabolitos y hormonas circulantes, 
de aferencias vagales provenientes del tracto gastrointestinal y de aferencias neuronales provenientes de 




2. Regulación hipotalámica de la ingesta de alimentos 
El ARC es considerado uno de los principales núcleos orquestadores de la regulación del balance 
energético. Se localiza en la parte inferior del hipotálamo a ambos lados del tercer ventrículo y próximo a 
la eminencia media (EM). La EM es un órgano circunventricular ubicado en el límite inferior del hipotálamo 
que permite el acceso rápido y pasivo de moléculas circulantes a través de los capilares fenestrados del 
sistema porta-hipofisario que se proyectan hacia la parte ventro-medial del ARC (ARCvm) (Schaeffer M 
2013). De esta manera, la irrigación de la EM facilita el transporte de señales metabólicas y hormonales 
periféricas hacia el ARC, el cual integra toda la información recibida con la información proveniente de 
otras regiones del cerebro (Saper et al., 2002, Wang et al., 2015). En el ARC se encuentran dos 
poblaciones de neuronas claramente diferenciadas que integran las señales del balance energético y 
ejercen efectos opuestos. Una de estas poblaciones co-expresa el neuropéptido Y (NPY) y la proteína 
relacionada a Agouti (AgRP, de sus siglas en inglés para agouti-related protein), con efectos orexigénicos, 
y la otra co-expresa el precursor pro‐opiomelanocortina (POMC) y el neuropéptido transcripto regulado por 
cocaína y anfetamina (CART, de sus siglas en inglés para cocaine- and amphetamine-regulated transcript), 
con efectos anorexigénicos (Sohn, 2015). Estas neuronas pueden considerarse de primer orden en el 
sentido que responden directamente a los niveles de metabolitos y hormonas en circulación (Figura 1).   
Las neuronas NPY/AgRP se localizan en el ARCvm y son la principal población orexigénica en el 
SNC. Mientras que NPY se expresa en diversas áreas del cerebro (Gehlert et al., 1987), AgRP se expresa 
exclusivamente en el ARC co-localizando con la mayoría de las neuronas NPY ubicadas en este núcleo y 
con el neurotransmisor inhibitorio ácido γ-aminobutírico (GABA, de sus siglas en inglés para gamma amino 
butyric acid) (Horvath et al., 1997, Hahn et al., 1998). NPY media sus acciones vía 6 receptores acoplados 
a proteína G denominados Y1-6 (Parker et al., 2002), aunque sus acciones orexigénicas son ejercidas 
principalmente a través del Y1 y el Y5 (Nguyen et al., 2012). AgRP actúa como un antagonista endógeno 
de los receptores de melanocortina MC3R y MC4R (de sus siglas en inglés para melanocortin 3-4 receptor) 
por lo que bloquea la señal anorexigénica de las melanocortinas (Ollmann et al., 1997). Varios estudios 
muestran que NPY y AgRP tienen elevada actividad orexigénica. Así, se ha mostrado que la activación 
selectiva de las neuronas NPY/AgRP mediante técnicas optogenéticas (Aponte et al., 2011) o 
farmacogenéticas (Krashes et al., 2011) estimula rápidamente la ingesta de alimentos en ratones 
alimentados ad libitum, mientras que, de forma contraria, la inhibición de estas neuronas disminuye la 
ingesta en ratones previamente ayunados (Krashes et al., 2011). Asimismo, se ha reportado que la 
ablación de las neuronas NPY/AgRP en ratones adultos resulta en una disminución aguda de la ingesta 
de alimentos (Gropp et al., 2005, Luquet et al., 2005). Por otro lado, la expresión de ambos neuropéptidos 
refleja el estado nutricional del organismo, aumentando su expresión y secreción en estados de ayuno y 
disminuyendo durante la ingesta (Yang et al., 2011, Liu et al., 2012). Además, se ha mostrado que las 
neuronas NPY/AgRP inervan a las neuronas POMC disminuyendo sus efectos anorexigénicos a través de 
la liberación sináptica del neurotransmisor inhibitorio GABA formando, de esta manera, un circuito neuronal 
local de regulación del apetito (Cowley et al., 2001, Tong et al., 2008).  
Las neuronas POMC se localizan en la parte ventro-lateral del ARC (ARCvl) y son una de las 




única han mostrado que son una población muy heterogénea debido al evidente grado de co-localización 
que presentan con el neuropéptido AgRP en una sub-población de ellas (Campbell et al., 2017, Lam et al., 
2017). El hecho de que estas neuronas, como cualquier otra neurona del SNC, presenten cierto grado de 
heterogeneidad, nos muestra que los datos obtenidos simplemente reflejan a la población más dominante. 
Estas neuronas liberan diversos péptidos derivados de la proteólisis de POMC que son miembros de las 
familias de opioides y de las melanocortinas. El péptido opioide generado es la β-endorfina, mientras que 
las melanocortinas incluyen a la hormona adrenocorticotropina (ACTH, de sus siglas en inglés para 
adrenocorticotropin hormone) y a las hormonas estimulantes de melanocitos α, β y γ (MSH de sus siglas 
en inglés para melanocyte-stimulating hormones). Todas las melanocortinas tienen la misma secuencia 
característica de aminoácidos centrales la cual es necesaria para unirse a una familia de cinco receptores 
acoplados a proteína G denominados receptores de melanocortinas (MC1-5R) (Cortes et al., 2014). Sin 
embargo, la regulación del balance energético, principalmente llevado a cabo por la α-MSH, se encuentra 
mediada por los receptores MC3R y MC4R, expresados en diversas regiones del SNC (Butler et al., 2017). 
El rol critico de POMC en la regulación del metabolismo se evidencia en estudios que muestran que la 
activación de estas neuronas del ARC disminuye la ingesta de alimento (Aponte et al., 2011, Zhan et al., 
2013). Asimismo, la ablación o el silenciamiento de estas neuronas conduce a hiperfagia severa y obesidad 
(Smart et al., 2006, Bumaschny et al., 2012, Zhan et al., 2013). Por otro lado, se ha reportado que en 
condiciones de ayuno el nivel de expresión de POMC disminuye, mientras que el aumento de las reservas 
energéticas incrementa nuevamente su expresión (Mercer et al., 2014).  
Las diferentes poblaciones neuronales del ARC ejercen sus funciones a través de distintos puntos 
de relevo en otras áreas del hipotálamo las cuales actúan, en parte, como neuronas de segundo orden de 
los circuitos que regulan aspectos homeostáticos de la ingesta de alimentos. Las neuronas NPY/AgRP 
envían proyecciones tanto al LHA como al NPV, y la activación optogenética de estas proyecciones resulta 
suficiente para inducir el consumo de alimento de una manera comparable a la activación de las neuronas 
NPY/AgRP del ARC (Betley et al., 2013). Además, estas neuronas también se proyectan al Núcleo 
Parabraquial (PBN), un punto de relevo que conecta el cerebro anterior con el posterior, inhibiendo su 
actividad neuronal a través de la liberación pre-sináptica de GABA manteniendo, de esta manera, el tono 
orexigénico (Dietrich and Horvath, 2009, Wu et al., 2009). Por otro lado, las neuronas POMC también 
inervan densamente al NPV, como así también al LHA, al VMH y DMH hipotalámicos, entre otras regiones 
(Waterson and Horvath, 2015). Estas neuronas de segundo orden procesan la información recibida y se 
proyectan a múltiples circuitos intra- y extra-hipotalámicos, generando una respuesta integrada tanto en la 











3. Regulación hipotalámica del eje Hipotálamo-Hipófiso-Adrenal (HHA) 
Entre los ejes neuroendocrinos encargados de mantener la homeostasis corporal se destaca el eje 
HHA. Ante la presencia de un estresor, definido como un estado de amenaza real o percibida para la 
homeostasis, el eje HHA activa un complejo rango de respuestas que involucran a los sistemas endocrinos, 
nervioso e inmune, conocidas colectivamente como respuesta al estrés. Así, la rápida activación del eje 
HHA ante un desafío homeostático induce la liberación de glucocorticoides, esenciales para mantener las 
funciones vitales y asegurar la supervivencia (Joels and Baram, 2009).  
A nivel hipotalámico el eje HHA está controlado por las neuronas CRF del NPV que sintetizan el 
factor liberador de corticotropina (CRF, de sus siglas en inglés para corticotropin-releasing factor). El CRF 
es transportado hacia la EM liberándose en el sistema porta-hipofisario. Aquí, alcanza rápidamente a las 
células corticotropas de la hipófisis anterior, estimulando la síntesis y secreción de la hormona ACTH. Por 
último, la ACTH actúa sobre la corteza de las glándulas suprarrenales estimulando la síntesis y liberación 
de los glucocorticoides: en los humanos, cortisol y en los roedores, corticosterona. Los glucocorticoides 
son hormonas esteroideas que median una enorme cantidad de funciones endocrino-metabólicas y ejercen 
un rol importante en la regulación del eje HHA, a través de una retroalimentación negativa sobre el 
hipotálamo, la EM, la hipófisis, e incluso la propia corteza adrenal (Kronenberg and Williams, 2008). Entre 
los principales efectos de los glucocorticoides se destacan sus acciones sobre el metabolismo de los 
hidratos de carbono, lípidos y proteínas. A nivel hepático los glucocorticoides estimulan la 
gluconeogénesis, aumentando los niveles de glucosa en plasma, lo que se denomina efecto 
hiperglucemiante. En el tejido adiposo estimulan la lipólisis para aumentar la cantidad de ácidos grasos 
libres, y en el músculo esquelético estimulan la degradación de proteínas, generando sustratos para ser 
utilizados en la gluconeogénesis. Asimismo, en el musculo esquelético también disminuyen la 
captación/utilización de glucosa y reducen los depósitos de glucógeno. Los glucocorticoides también tienen 
efectos sinérgicos con otras hormonas hiperglucemiantes, como las catecolaminas y el glucagón. Además 
de sus acciones metabólicas, los glucocorticoides también regulan mecanismos relacionados con la 
Figura 1: Dibujo esquemático de la localización de las principales poblaciones neuronales del ARC implicadas en 
el control homeostático de la ingesta de alimentos. Las abreviaturas indican: 3V: tercer ventrículo; ARC Núcleo 




función inmune, la inflamación, el crecimiento, la cognición, la reproducción y el desarrollo pulmonar, entre 
otros (Wang and Harris). 
En el hipotálamo, el NPV se considera uno de los principales centros de control neuroendocrino del 
cerebro. Se sitúa bilateralmente en la región superior del tercer ventrículo en el hipotálamo anterior. El 
NPV se encuentra organizado en distintas subregiones, distinguiéndose principalmente 3 tipos celulares: 
1) las células neuroendocrinas magnocelulares, que proyectan sus axones directamente a la hipófisis 
posterior; 2) las células parvocelulares autonómicas, que proyectan sus axones hacia el tronco encefálico 
y la medula espinal; y 3) las células neuroendocrinas parvocelulares, que proyectan sus axones hacia la 
EM liberando sus productos al sistema porta-hipofisario. Estas últimas también pueden denominarse 
hipofisiotrópicas debido a que regulan la producción de diversas hormonas hipofisarias que controlan una 
amplia variedad de ejes neuroendocrinos. Los tres tipos de células pueden distinguirse fácilmente en 
función a sus respectivos tamaños, morfología somática y por su ubicación dentro del NPV. De esta 
manera, las células neuroendocrinas magnocelulares tienen somas grandes y se concentran en la región 
lateral del NPV, mientras que las parvocelulares tienden a ser más pequeñas y localizarse en la región 
medial o compacta del núcleo.  
Las neuronas CRF se encuentran enriquecidas en la división neuroendocrina parvocelular del NPV 
(Biag et al., 2012). El CRF es un péptido hipotalámico de 41 aminoácidos que proviene del clivaje de una 
preprohormona de 196 aminoácidos y es el principal secretagogo fisiológico de la ACTH (Vale et al., 1981). 
Por otro lado, el CRF también se produce en otras áreas extra-hipotalámicas como la amígdala, el 
hipocampo y la corteza (Swanson et al., 1983) que no pertenecen al eje HHA y se relacionan con efectos 
sobre el comportamiento y la ansiedad (Gallagher et al., 2008, De Francesco et al., 2015). El CRF 
producido en las neuronas hipofisiotrópicas del NPV se encuentra confinado en gránulos secretorios 
localizados en las terminales axonales que se ubican en la zona externa de la EM. La activación del eje 
HHA causa una rápida afluencia de calcio que estimula la fusión de estos gránulos con la membrana 
plasmática y la posterior liberación del CRF en la vasculatura del sistema porta-hipofisario. De forma 
simultánea, la activación de estas neuronas también induce la transcripción del gen de CRF seguida de la 
síntesis peptídica de novo. Por lo tanto, mientras que la secreción de CRF permite una rápida activación 
del eje HHA y la liberación de glucocorticoides, la síntesis de novo en el NPV ayuda a reponer su 
almacenamiento y así mantener la capacidad de respuesta del sistema (Watts, 2005). Existen dos tipos 
de receptores para CRF (CRF-R) que difieren entre sí por su distribución anatómica y perfil farmacológico: 
el receptor tipo 1 (CRF-R1) y el receptor tipo 2 (CRF-R2). Ambos receptores son miembros de la familia 
de receptores acoplados a proteína G y se expresan en varios núcleos cerebrales (Gallagher et al., 2008), 
sin embargo, el CRF-R1 es el principal inductor del eje HHA en las células corticotropas de la hipófisis 
anterior. 
Las neuronas CRF hipofisiotrópicas están controladas por una compleja red neuronal que utiliza 
múltiples transmisores y moduladores peptidérgicos para transmitir información desde varios sitios del 
cerebro hacia el NPV. Entre los moduladores más importantes que controlan y regulan la actividad de las 
neuronas CRF se encuentran el GABA, el glutamato, el NPY, el AgRP, la α-MSH, las catecolaminas y la 




de las neuronas CRF (Herman et al., 2002). Las inervaciones GABAérgicas constituyen aproximadamente 
la mitad de todas las inervaciones del NPV y generan un importante tono inhibitorio sobre las neuronas 
CRF, el cual prevalece sobre el tono estimulatorio (Park et al., 2007, Ulrich-Lai and Herman, 2009). Las 
inervaciones GABAérgicas provienen de numerosos núcleos extra-hipotalámicos así como también de 
varios núcleos hipotalámicos entre los que se encuentra principalmente el ARC (Herman et al., 2003). El 
efecto inhibidor de GABA sobre las neuronas CRF está mediado principalmente por los receptores GABA-
A, cuyas subunidades se expresan en casi todas las neuronas CRF del NPV (Cullinan, 2000). Las 
neuronas CRF hipofisiotrópicas también se encuentran densamente inervadas por fibras glutamatérgicas 
(Wittmann et al., 2005). Si bien algunas evidencias sugieren que el glutamato puede activar directamente 
a estas neuronas, el principal rol de las inervaciones glutamatérgicas sería la de regular negativamente a 
las neuronas CRF a través de la activación del tono GABAérgico local (Boudaba et al., 1997, Bartanusz et 
al., 2004). Las neuronas NPY/AgRP y POMC del ARC también controlan a las neuronas CRF del NPV con 
el fin de modular el metabolismo energético dependiendo del estado nutricional detectado (Liposits et al., 
1988, Li et al., 2000, Kuperman et al., 2016) (Figura 2). Diversos estudios han mostrado que la 
administración de NPY y AgRP en roedores inducen la liberación de CRF y la activación del eje HHA 
(Smith and Vale, 2006). De los 6 subtipos de receptores para NPY antes descriptos, las neuronas CRF 
expresan solo el receptor Y1 (Dimitrov et al., 2007). Al igual que para NPY y AgRP, el péptido α-MSH 
derivado de POMC estimula el eje HHA actuando a través del receptor MC4R expresado en estas 
neuronas. En base a esto, se ha demostrado que la administración de agonistas de MC4R estimula la 
expresión de CRF y la activación del eje HHA (Lu et al., 2003). Adicionalmente, AgRP funciona como un 
antagonista endógeno del receptor MC4R ejerciendo un efecto inhibitorio sobre la acción de α-MSH sobre 
estas neuronas (Rossi et al., 1998). En síntesis, el eje HHA se puede activar en respuesta a estados de 
balance energético negativos como positivos.  
Figura 2: Dibujo esquemático de la disposición relativa del ARC y el NPV con las principales poblaciones 
neuronales presentes en ellos. Las abreviaturas indican: 3V: tercer ventrículo; ARC Núcleo Arcuato; NPV Núcleo 




4. Sistema ghrelina/GHSR 
Ghrelina 
La ghrelina es una hormona peptídica de 28 aminoácidos esterificada con un ácido n-octanoico 
producida principalmente en el estómago (Kojima et al., 1999) que desempeña un papel fundamental en 
el control de la liberación de hormona de crecimiento (GH, de sus siglas en inglés para growth hormone) 
y la homeostasis energética (Kojima and Kangawa, 2005).  
La ghrelina se sintetiza principalmente en las células oxínticas de la mucosa gástrica, 
específicamente en las denominadas tipo X/A (Date et al., 2000). Casi el 60-70% de la ghrelina circulante 
es secretada por el estómago, y la mayor parte del resto proviene del intestino delgado (Sakata et al., 
2002). Por otra parte, la mayor parte de las evidencias disponibles sugiere que la ghrelina no se produce 
en el cerebro en niveles fisiológicamente relevantes (Sakata et al., 2009, Furness et al., 2011, Cabral et 
al., 2017b). 
La ghrelina se sintetiza como preprogrelina, un péptido de 117 aminoácidos, que contiene un péptido 
señal y un péptido de 94 aminoácidos denominado proghrelina, (Kojima et al., 1999, Tanaka et al., 2001). 
Este pro-péptido es posteriormente esterificado con un grupo n-octanoico en el residuo de serina 3 por la 
GOAT (de sus siglas en inglés para Ghrelin O-AcylTransferase), una enzima localizada en el retículo 
endoplasmático que utiliza como sustrato los ácidos grasos de la dieta (Kojima and Kangawa, 2005, Yang 
et al., 2008). Posteriormente, la proghrelina octanoilada es transportada al aparato de Golgi y clivada por 
la enzima prohormona convertasa 1/3 para generar la ghrelina, a partir del extremo N-terminal, y la 
obestatina a partir del extremo C-terminal (Zhu et al., 2006, Takahashi et al., 2009). Esto convierte a la 
ghrelina en la única hormona acilada conocida a la fecha en la cual tanto el grupo n-octanoilo como los 
primeros 5 aminoácidos en el extremo N-terminal resultan fundamentales para la unión a su receptor y por 
lo tanto para desencadenar sus acciones biológicas (Muller et al., 2015).   
El nivel de ghrelina en plasma se encuentra fuertemente influenciado por el balance energético. De 
esta manera, el nivel de ghrelina circulante se duplica en antelación a las comidas y disminuye alrededor 
de una hora después de las mismas (Tolle et al., 2002, Cummings, 2006). La disminución post-prandial 
del nivel de ghrelina es proporcional a la carga calórica consumida y depende de la composición de los 
alimentos ingeridos (Muller et al., 2015). Además, el estado nutricional es un importante regulador de estos 
niveles (Cummings, 2006, Yin et al., 2009), observándose un incremento en situaciones de déficit 
energético, como puede ser un ayuno, una restricción calórica, la caquexia inducida por cáncer, la anorexia 
nerviosa, entre otros (Ariyasu et al., 2001, Shimizu et al., 2003, Goldstein et al., 2011, Schalla and Stengel, 
2018). La vida media de la ghrelina en plasma varía entre 8 y 10 minutos debido a su rápida des-acilación 
por esterasas plasmáticas (De Vriese et al., 2004). Asimismo, es importante destacar que la ghrelina circula 
unida a lipoproteínas y albúmina sérica plasmáticas (De Vriese et al., 2007, Lufrano et al., 2016) agregando 





La ghrelina también puede secretarse como una versión des-octanoilada, denominada desacil-
ghrelina (DAG). Además, como mencionamos anteriormente, la ghrelina sufre una des-octanoilización por 
esterasas plasmáticas, por lo que la DAG representa el 90% del total de la ghrelina circulante (Patterson 
et al., 2005).  Por ejemplo, la relación ghrelina:DAG en ratones va desde aproximadamente 2,5 en extractos 
de estómago hasta aproximadamente 0,4 en plasma (Hassouna et al., 2014).  
Pese a que inicialmente la DAG fue considerada como un producto de degradación sin actividad 
biológica (Kojima et al., 1999), actualmente existen evidencias que sugieren que este péptido tiene efectos 
independientes de la propia ghrelina. Por ejemplo, algunos trabajos han mostrado que la DAG afecta la 
ingesta de alimentos, el vaciado gástrico, la regulación de la temperatura corporal, el metabolismo de la 
glucosa y de los lípidos (Asakawa et al., 2005, Inoue et al., 2013, Heppner et al., 2014). Se ha mostrado 
que la DAG no compite con ghrelina por la unión a GHSR en concentraciones fisiológicas (Veldhuis and 
Bowers, 2010), sin embargo, la DAG puede activar el GHSR en concentraciones suprafisiológicas (Gauna 
et al., 2007, Heppner et al., 2014). Dado que la DAG es la forma más abundante en circulación, también 
se ha sugerido la existencia de un receptor específico debido a que algunos de los efectos de esta hormona 
ocurren en animales deficientes de GHSR (Toshinai et al., 2006). Algunos estudios han mostrado mediante 
ensayos de unión que la DAG se une a diferentes tipos de células, incluidos los cardiomiocitos (Lear et al., 
2010), las células progenitoras endoteliales (Togliatto et al., 2010) y las neuronas de la médula espinal de 
ratas fetales (Sato et al., 2006), entre otros. Sin embargo, hasta ahora no se ha publicado la existencia de 
tal receptor y, en consecuencia, sigue siendo un tema de debate si la DAG debe ser considerada como 
una hormona. 
Receptor de ghrelina 
El receptor de ghrelina, conocido como GHSR (de sus siglas en inglés para Growth Hormone 
Secretagogue Receptor) es un receptor acoplado a proteína G que se expresa predominantemente a nivel 
central, tanto en la hipófisis anterior como en el hipotálamo. Dentro del hipotálamo, se expresa 
principalmente en el ARC, localizándose en las neuronas liberadoras de hormona de crecimiento (GHRH) 
relacionadas con la producción de GH, y en las neuronas NPY/AgRP, relacionadas al control del apetito y 
el balance energético (Howard et al., 1996, Guan et al., 1997, Zigman et al., 2006) (Figura 3). La ghrelina, 
tras unirse a GHSR, activa transcripcional y eléctricamente a las neuronas hipotalámicas por mecanismos 
post-sinápticos, sin embargo, también se ha descripto la presencia de GHSR en terminales pre-sinápticas 
en donde se desconoce si contribuye a dicha activación neuronal (Cowley et al., 2003, Cabral et al., 2016)  
Existen dos variantes del receptor generadas por empalme alternativo del ARNm, denominadas 
GHSR-1a y -1b. El GHSR-1a es una proteína de 366 aminoácidos con 7 dominios transmembrana (7TM); 
mientras que GHSR1b es una proteína de 289 aminoácidos con 5 dominios transmembrana (5TM) 
(Howard et al., 1996). En la actualidad, se conoce que la forma -1a del receptor es la única forma a la que 
se une y a través de la cual actúa la ghrelina, por lo tanto, de aquí en adelante, al hablar de GHSR se 




La señalización intracelular de los receptores de 7TM requiere de un cambio conformacional en el 
cual el receptor pasa de un estado inactivo a uno activo y, en la mayoría de los casos, este proceso se 
facilita por la unión de un agonista (Gether et al., 1995). Sin embargo, existen ciertos receptores 7TM que 
se estabilizan en una conformación activa y señalizan aún en ausencia de su ligando, lo que se conoce 
como actividad constitutiva. La actividad constitutiva se describe para varios receptores acoplados a 
proteína G; sin embargo, el nivel de actividad encontrado es muy bajo para la mayor parte de ellos 
(Arvanitakis et al., 1998; Smit et al., 2007). El GHSR es una de las excepciones, ya que presenta una 
elevada actividad en ausencia del ligando, la cual alcanza el 50% de su capacidad máxima en presencia 
de ghrelina (Holst et al., 2003). De este modo, el GHSR es, hasta la fecha, el receptor 7TM conocido con 
mayor actividad constitutiva. Estudios recientes han mostrado que GHSR presenta varias vías de 
señalización intracelular (Sivertsen et al., 2013), entre las que pueden destacarse el acoplamiento a la 
proteína Gq y Gi/o desencadenando cascadas de señalización intracelulares diferentes si la actividad es 
evocada por ghrelina o constitutiva, respectivamente (Camina et al., 2007, Damian et al., 2012, Mary et 
al., 2012, Lopez Soto et al., 2015). La actividad constitutiva de GHSR ha sido principalmente estudiada en 
sistemas in vitro, centrándose en los aspectos moleculares de la misma (Mear et al., 2013). Sin embargo, 
algunos trabajos apoyan la idea de que la actividad constitutiva de GHSR también tendría relevancia 
fisiológica. Para estudiar in vivo la actividad constitutiva de GHSR se han realizado estudios en roedores 
utilizando drogas que reducen esta actividad, denominadas agonistas inversos. Estos estudios mostraron 
una reducción en la ingesta de alimentos y el peso corporal luego del tratamiento (Petersen et al., 2009, 
Els et al., 2012, Abegg et al., 2017). Adicionalmente, se han reportado en humanos mutaciones específicas 
en el gen de GHSR que suprimen selectivamente la actividad constitutiva sin alterar la actividad evocada 
por ghrelina, las cuales fueron asociadas a un fenotipo de baja estatura familiar (Pantel et al., 2006, Inoue 
et al., 2011). En conclusión, estos hallazgos sugieren que la actividad constitutiva del GHSR tendría un rol 
in vivo afectando tanto la secreción de GH, como la regulación de la ingesta de alimentos y el peso corporal. 
Por otro lado, es importante mencionar que el GHSR también es capaz de dimerizar con otros receptores 
acoplados a proteínas G como el receptor de serotonina 5c, el MC3R y los receptores de dopamina D1 y 
D2 (Wellman and Abizaid, 2015). Por lo tanto, la actividad de GHSR independiente de la ghrelina también 
ejerce un rol modulador de las vías de señalización de otros receptores teniendo particular importancia en 













5. Funciones principales del sistema ghrelina/GHSR en el hipotálamo 
El sistema ghrelina/GHSR regula una gran variedad de funciones fisiológicas que se encuentran 
orquestadas por circuitos neuronales específicos y/o por células específicas de la hipófisis anterior (Zigman 
et al., 2006, Mani et al., 2014, Muller et al., 2015). Numerosos estudios han evaluado el efecto del sistema 
ghrelina/GHSR sobre la secreción de GH (Takaya et al., 2000), la ingesta de alimentos (Kojima and 
Kangawa, 2005, Andrews, 2011), el peso corporal (Wren et al., 2001), el metabolismo de la glucosa (Muller 
et al., 2015) y las respuestas neuroendocrinas relacionadas al estrés que incluyen la activación del eje 
HHA a nivel hipotalámico (Spencer et al., 2015, Cabral et al., 2016).  
Acciones orexigenicas 
La ghrelina es la única hormona peptídica conocida a la fecha capaz de estimular la ingesta de 
alimento, ejerciendo sus acciones principalmente en las neuronas NPY/AgRP del ARC (Nakazato et al., 
2001, Kohno et al., 2003, Mason et al., 2014). Los efectos orexigénicos de la ghrelina tienen un inicio 
inmediato, con un aumento de la ingesta a los 5-10 min después de su administración sistémica 
(Cummings, 2006). Al unirse a su receptor, la ghrelina activa a las neuronas NPY/AgRP, las cuales a su 
vez, activan el NPV a través de la liberación directa de NPY sobre estas neuronas y a través del efecto 
inhibitorio que produce AgRP sobre los péptidos anorexigénicos derivados de POMC sobre este núcleo. 
Además, y dado que las neuronas POMC no expresan GHSR (Willesen et al., 1999), la ghrelina inhibiría 
indirectamente estas neuronas vía un aumento de las corrientes post-sinápticas inhibitorias GABA 
Figura 3: Dibujo esquemático de la disposición relativa del ARC y el NPV con las principales poblaciones 
neuronales que expresan GHSR. Las abreviaturas indican: 3V: tercer ventrículo; ARC Núcleo Arcuato; NPV Núcleo 




dependientes de las neuronas NPY/AgRP, potenciando de esta manera su efecto orexigénico (Cowley et 
al., 2003, Tong et al., 2008). Como se ha comentado previamente, la ghrelina podría acceder fácilmente 
al ARC debido a la proximidad de este núcleo hipotalámico con los capilares fenestrados de la EM (Ciofi 
et al., 2009, Cabral et al., 2014, Cabral et al., 2015). El papel clave del ARC en las acciones orexigénicas 
de la ghrelina plasmática se ha mostrado en ratones con el ARC-lesionado, los cuales no aumentan la 
ingesta de alimentos en respuesta a la administración de ghrelina sistémica pero sí responden ante 
administraciones centrales de la hormona (Cabral et al., 2014).  
La relevancia de  la señalización del sistema ghrelina/GHSR se hace más evidente en situaciones 
de déficit energético, como el ayuno o la restricción calórica, cuando el sistema se encuentra estimulado y 
activa respuestas que contribuyen principalmente a mantener la glucemia y a impulsar la ingesta de 
alimentos (Goldstein et al., 2011). Como se ha mencionado antes, el nivel de ghrelina y DAG en plasma 
aumentan durante el ayuno tanto en humanos como en roedores (Ariyasu et al., 2001, Zhao et al., 2010, 
Steyn et al., 2012), y, además, el ARNm de GHSR también aumenta en extractos de hipotálamo de 
roedores ayunados (Kim et al., 2003, Luque et al., 2007, Henry et al., 2015). Particularmente, la 
señalización de GHSR parece ser más relevante durante el ayuno prolongado, en comparación con los 
períodos de ayuno cortos, a pesar de que los niveles de ghrelina sean similares en ayunos de 24 y 48 hs 
(Luque et al., 2007, Cabral et al., 2017a). En condiciones de ayuno, las neuronas NPY/AgRP del ARC se 
activan y las neuronas POMC se inhiben (Takahashi and Cone, 2005, Perello et al., 2007, Atasoy et al., 
2012), impulsando una hiperfagia compensatoria que ocurre si los animales ayunados tienen acceso a 
comida (Segal-Lieberman et al., 2003, Luque et al., 2007). Por lo tanto, la acción del sistema 
ghrelina/GHSR sobre el ARC es fundamental en la regulación del balance energético.  
Acciones sobre el eje HHA 
La ghrelina estimula el eje HHA tanto en humanos como en roedores. En personas sanas, la 
administración de ghrelina aumenta las concentraciones plasmáticas de ACTH y cortisol en forma 
dependiente de la dosis de ghrelina administrada (Arvat et al., 2001). En ratones, la ghrelina también 
aumenta los niveles de glucocorticoides en el plasma a través de la activación de las neuronas CRF del 
NPV (Cabral et al., 2012). Las neuronas CRF no expresan el GHSR y se ha propuesto que la ghrelina 
actúa a nivel pre-sináptico activando el eje HHA a través de la inhibición del tono GABAérgico que inerva 
a las neuronas CRF, lo que lleva a la activación de estas neuronas y a un concomitante aumento de los 
niveles plasmáticos de glucocorticoides (Cabral et al., 2012, Cabral et al., 2014, Cabral et al., 2016). Estos 
estudios también han mostrado que la activación de las neuronas CRF inducida por la ghrelina exógena 
ocurre de manera independiente del ARC, a pesar de la fuerte inervación que tiene este núcleo sobre el 
NPV. Por lo tanto, la ghrelina parece regular las respuestas orexigénicas y las respuestas relacionadas al 
estrés a través de circuitos neuronales independientes. El aumento de los glucocorticoides inducido por la 
ghrelina sería uno de los principales mecanismos, junto con la secreción de GH, a través de los cuales 




6. Control de la homeostasis energética en situaciones de déficit energético 
Ante una situación de balance energético negativo, en donde la ingesta de alimentos resulta 
insuficiente para mantener el gasto energético del organismo, resulta fundamental un control adecuado de 
la homeostasis energética para preservar principalmente los niveles de glucosa en sangre y asegurar la 
supervivencia. Cuando el organismo censa una situación de déficit energético activa en primer lugar una 
serie de mecanismos de adaptación que mantienen el suministro de energía a partir de las reservas 
energéticas del organismo. La respuesta inicial ante estas situaciones es la liberación de glucosa del 
hígado y los músculos esqueléticos. Una vez que las reservas de glucógeno se agotan, se entra en una 
segunda fase caracterizada por la liberación de ácidos grasos de las reservas de tejido adiposo, los cuales 
son utilizados como sustrato para la gluconeogénesis hepática. Además de proporcionar la energía 
necesaria para la gluconeogénesis en el hígado, los ácidos grasos también se utilizan en la producción de 
cuerpos cetónicos que sirven como sustrato energético en el SNC y los músculos esqueléticos. Todos 
estos procesos se encuentran orquestados por hormonas, principalmente a través de la caída de la 
insulina, el aumento del glucagón y el aumento de GH, entre otras (Cahill, 2006). Estos mecanismos, en 
conjunto, aseguran la supervivencia en periodos breves de privación de alimentos, sin embargo, en 
situaciones de déficit energético más severas, las reservas lipídicas se agotan y ocurre una caída abrupta 
de la glucosa en sangre. Esta situación es censada por los principales circuitos neuronales del SNC 
encargados de la regulación del balance energético, como el núcleo ARC, que desencadena respuestas 
dinámicas y reversibles, generando un importante poder de adaptación a los cambios energéticos. Estos 
circuitos activan una serie de mecanismos homeostáticos que promueven el consumo de alimento y, 
simultáneamente y hasta que eso se efectivice, activa mecanismos tendientes a reducir el gasto energético 
y mantener el metabolismo basal para, de esta manera, mantener la glucemia estable. Adicionalmente, en 
estas condiciones, ocurre un importante aumento de la señalización del sistema ghrelina/GHSR que 
interviene a nivel hipotalámico e hipofisario, estimulando la ingesta de alimentos, la liberación de GH y la 
secreción de glucocorticoides que contribuyen en conjunto, al mantenimiento de la glucosa en sangre. Si 
bien los diferentes mecanismos de respuesta adaptativa ante un déficit energético ya han sido previamente 
estudiados, los mecanismos a través de los cuales el sistema ghrelina/GHSR actúa en situaciones de 
déficit energético y su integración con otros sistemas y/o circuitos neuronales son aún desconocidos. 
Las situaciones de balance energético negativo pueden implicar desde un ayuno o una restricción 
calórica (forzados o voluntarios) hasta situaciones patológicas como la caquexia inducida por cáncer o 
trastornos de la alimentación como la anorexia nerviosa, bulimia, entre otros. Todas estas situaciones 
cursan con una fisiopatología distinta, pero en todas ellas hay un aumento de los valores de ghrelina en 
plasma y una pérdida progresiva de peso corporal. Por ejemplo, varios estudios reportan que los pacientes 
con anorexia nerviosa poseen altos niveles de ghrelina en plasma, que se normalizan después de la 
ingesta o la recuperación del peso corporal (Ogiso et al., 2011). De igual forma, algunos estudios muestran 
aumentos en los niveles de ghrelina en los pacientes con caquexia inducida por cáncer, aunque las 
evidencias en este caso parecen no ser concluyentes (Blauwhoff-Buskermolen et al., 2017). Por otro lado, 
las personas en déficit energético, incluyendo los pacientes con trastornos de la conducta alimentaria, se 




niveles basales de CRF y cortisol elevados (Castellini et al., 2014). Dada la gravedad de las cifras 
crecientes de pacientes con diferentes trastornos asociados a situaciones de balance energético negativo, 
resultarían sumamente relevantes los estudios que colaboren con el entendimiento de estas patologías 
para poder contribuir al desarrollo de nuevas herramientas farmacológicas para el tratamiento de las 
mismas.  
Debido a todo lo anteriormente expuesto, en la presente Tesis Doctoral se utilizó un modelo 
experimental de ayuno de 48 hs para estudiar los diferentes aspectos neuroanatómicos y neuroendocrinos 
que se asocian a situaciones de balance energético negativo severas. La utilización de este modelo 
experimental nos permitió reproducir las características más importantes asociadas a una situación de 
balance energético negativo debido a que tanto los niveles de ghrelina en plasma como los niveles de 
GHSR hipotalámico, los niveles de NPY y la actividad del eje HHA se encuentran elevados. Sin embargo, 
el funcionamiento y la relevancia de estos circuitos hipotalámicos en relación al sistema ghrelina/GHSR no 
ha sido estudiado previamente. Por este motivo, en este trabajo de Tesis doctoral se investigó la hipótesis 
de que los cambios en la señalización del sistema ghrelina/GHSR inducido por ayuno son capaces de 
modular la magnitud de un evento hiperfágico compensatorio y la respuesta de las neuronas CRF del NPV. 
Por otro lado, nuestra hipótesis de trabajo indica que cambios en la señalización del sistema 
ghrelina/GHSR inducido por ayuno controlan los cambios en las inervaciones del ARC al NPV y que esto 
afecta la respuesta de las neuronas CRF y el eje HHA. Además y debido a que durante un ayuno, los 
niveles de DAG también se encuentran incrementados, estudiamos si este péptido es capaz de actuar en 
el cerebro e intervenir en la señalización del sistema ghrelina/GHSR a nivel hipotalámico. 
De ésta manera, esperamos que el desarrollo de ésta Tesis Doctoral pueda aportar información y 
esclarecer el aún desconocido mecanismo por el cual el sistema ghrelina/GHSR modula los circuitos 






























El objetivo general del presente trabajo de Tesis Doctoral es estudiar el rol modulador del sistema 
ghrelina/GHSR en los circuitos neuronales hipotalámicos involucrados en la regulación del apetito y la 
activación de las neuronas CRF hipofisiotrópicas en una condición de ayuno.  
A continuación, indicamos en forma independiente los objetivos específicos que se abordaron 
utilizando ratones como modelo experimental. 
Objetivos específicos: 
Objetivo 1: Estudiar el rol modulador de la señalización del sistema ghrelina/GHSR en la hiperfagia 
compensatoria inducida por ayuno. Bajo un protocolo de ayuno realimentación: 
a- Caracterizar los patrones de consumo de alimento que ocurren luego de un evento de ayuno.  
b- Determinar si ocurren cambios en el sistema ghrelina/GHSR  
c- Determinar si ocurren cambios en la producción de neuropéptidos del ARC. 
d- Estudiar si cambios en la magnitud de la hiperfagia compensatoria dependen de la señalización 
del sistema ghrelina/GHSR. 
Objetivo 2: Estudiar el rol modulador de la señalización del sistema ghrelina/GHSR en la activación 
de las neuronas CRF hipofisiotrópicas en una condición de ayuno.  
a- Determinar si las neuronas CRF hipofisiotrópicas se activan en una condición de ayuno. 
b- Determinar si ocurren cambios en las inervaciones del NPV en una condición de ayuno.  
c- Determinar si la activación de las neuronas CRF requiere la integridad del ARC. 
d- Determinar si la activación de las neuronas CRF y los cambios en las aferencias al NPV dependen 
de la señalización del sistema ghrelina/GHSR. 
Objetivo 3: Estudiar el rol de la DAG sobre el sistema ghrelina/GHSR a nivel hipotalámico.  
a- Determinar qué núcleos hipotalámicos son accesibles y cuales se activan en respuesta a la 
administración central de la DAG. 
b- Determinar si la administración central de la DAG puede modular la señalización del sistema 
ghrelina/GHSR. 
























MATERIALES Y MÉTODOS 




1. Animales Experimentales 
En el presente trabajo de Tesis Doctoral se utilizaron ratones machos adultos (12-16 semanas de 
edad) generados en el bioterio del Instituto Multidisciplinario de Biología Celular (IMBICE, La Plata, Buenos 
Aires, Argentina) o en el Centro de Psiquiatría y Neurociencias (Paris, Francia). Se mantuvieron a los 
animales en cuartos con ciclos de luz‐oscuridad de 12 horas (luz de 7:00 a 19:00 hs y oscuridad de 19:00 
a 7:00 hs), a temperatura constante (22 ± 1 °C) con libre acceso a agua y alimento, excepto cuando se 
indica lo contrario. Se utilizó una dieta balanceada comercial para ratón que contiene un 4% de contenido 
graso (Gepsa SA). En este estudio se utilizaron ratones de las siguientes cepas: 
-Ratones salvajes (wild type, WT), de la cepa C57BL/6. 
-Ratones deficientes de GHSR (GHSR(-/-)), en los cuales la expresión de GHSR se encuentra bloqueada 
por la inserción de un cassette de bloqueo de la transcripción (TBC, de sus siglas en inglés para 
Transcription Blocking Cassette) insertado entre el primer y el segundo exón del gen. El cassette se 
encuentra localizado entre dos sitios loxP, que son reconocidos por la recombinasa Cre para su escisión. 
Se utilizaron animales homocigotas que se obtuvieron por la cruza entre animales heterocigotas con una 
base genética C57BL/6. Estos animales fueron generados por el grupo del Dr. Zigman de la Universidad 
de Texas Southwestern Medical Center (Zigman et al., 2005). 
-Ratones knock-out (KO) para ghrelina (ghrelina-KO), los cuales no expresan el gen de ghrelina debido 
a la presencia de una deleción de la secuencia codificante para la ghrelina, que abarca los exones 2 y 3. 
Se utilizaron animales homocigotas que se obtuvieron por la cruza entre animales heterocigotas con una 
base genética C57BL/6. Estos animales fueron generados por el grupo de la Dra. Tolle del Centro de 
Psiquiatría y Neurociencias (Paris, Francia) (Hassouna et al., 2014).  
-Ratones NPY-GFP, los cuales expresan la proteína fluorescente verde (GFP, de sus siglas en inglés para 
Green Fluorescent Protein) bajo el control del promotor de NPY. Estos animales fueron comercialmente 
provistos por Jackson Laboratories (NPY-GFP #Stock 006417)  (van den Pol et al., 2009). 
-Ratones GHSR(-/-)/NPY-GFP, los cuales tienen bloqueada la expresión de GHSR y, al mismo tiempo, 
expresan la proteína GFP bajo el control del promotor NPY. Estos ratones se generaron mediante la cruza 
de ratones GHSR(-/-) y ratones NPY-GFP. 
-Ratones WT con el ARC-lesionado, los cuales presentan una lesión neurotóxica en el núcleo ARC. 
Estos ratones se generaron a través de la administración por vía subcutánea de una dosis de 2,5 mg/g de 
peso corporal de glutamato monosódico (de aquí en adelante ARC-lesionado) o una solución al 10% de 
NaCl estéril (de aquí en adelante ARC-intacto) a ratones WT macho de cuatro días de vida (P4). 
Los diferentes grupos experimentales se alojaron en jaulas colectivas, con no más de 5 animales 
por jaula, hasta una semana antes del experimento correspondiente, cuando se transfirieron a jaulas 
individuales.  




Todos los estudios se llevaron a cabo bajo las estrictas exigencias éticas internaciones para el 
cuidado de animales de laboratorio. Todos los protocolos experimentales recibieron aprobación del Comité 
Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de cada Instituto.  
2. Reactivos 
- 3‐3’‐diaminobenzidina (DAB)/Solución de Níquel (Sigma Aldrich, cat # 32750). 
- Acido p-hidroximercuribenzoico, inhibidor de proteasa (Sigma-Aldrich,cat. 12425).  
- Alcoholes (Biopack). 
- Anticuerpo anti-NPY generado en conejo (Abcam, cat # AB-30914). 
- Anticuerpo anti‐c‐Fos generado en conejo (Santa Cruz, cat # SC-7202). 
- Anticuerpo anti-POMC generado en conejo (Phoenix Pharmaceuticals, cat # H-029-30). 
- Anticuerpo anti‐fluoresceína conjugado a Alexa 488 generado en cabra (Molecular Probes, cat # A-
11096). 
- Anticuerpo anti-fluoresceína generado en cabra (Molecular Probes, cat # A-11095). 
- Anticuerpo anti-CRF generado en conejo provisto por la Profesora Dra. María Castro de la Universidad 
de Michigan. 
- Anticuerpo anti-AgRP generado en conejo (Phoenix Pharmaceuticals. cat # H-003-57). 
- Anticuerpo anti-vimentina generado en gallina (Millipore, cat # AB-5733). 
- Anticuerpo anti‐conejo biotinilado (Vector Laboratories, cat # BA-1000). 
- Anticuerpo anti‐conejo conjugado a Alexa 594 (Invitrogen A21207 lote 52958A). 
- Anticuerpo anti‐cabra biotinilado (Vector Laboratories, cat # BA-5000). 
- Anticuerpo anti‐gallina conjugado a Alexa 594 (Abcam, cat # ab150176). 
- Bálsamo de Canadá (Biopack).  
- Buffer fosfato-salina (PBS, del inglés, phosphate buffered saline) 0,01 M pH 7,4: Na2HPO4 1,9 g/L, 
NaH2PO4 0,32 g/L y NaCl 8,16 g/L (Biopack).  
- Colchicina (Sigma‐Aldrich, C2580000).  
- DABCO (Sigma, lote 95H3458).  
- DAG marcada con fluoresceína (F-DAG) (sintetizada por el laboratorio del Dr. Luyt del Departamento de 
Química de la Universidad de Western Ontario, Canadá).  
- Dietil-pirocarbonato (Sigma, cat # D5758).  
- dNTPs (Invitrogen, cat # 10297018).  
- D-Lys-GHRP-6 (Sigma, cat # G4535).  




- EDTA.  
- Formaldehído (Biopack). 
- Flunixin meglumina (Flumeg, Over).  
- GelRed (Biotium, cat # 41001-41003-T).  
- Ghrelina esterificada con ácido n‐octanoico (Global Peptide, cat # PI‐G‐03).  
- Ghrelina marcada con fluoresceína (F-ghrelina) (Sintetizada por el laboratorio del Dr. Luyt del 
Departamento de Química de la Universidad de Western Ontario, Canadá).  
- Glucosa (Biopack).  
- Heparina (Calciparine, Sanofi Aventis).  
- HOT FIREPol Eva Green Master Mix (Solis BioDyne). 
- Kw(D-1-Nal)-FwLL-NH2 (Sintetizada por el Dr. Marie, Institut des Biomolécules Max Mousseron, 
Université de Montpellier).  
- Ketamina (Holliday Scott SA).  
- Kit comercial de complejo avidina‐biotina‐peroxidasa “VectaStain Elite ABC” (Vector Laboratories, cat # 
PK‐6200). 
- Kit de Inmunoensayo enzimático para DAG, rata/ratón (Bertin Pharma, cat # A05118). 
- Kit de Inmunoensayo enzimático para ghrelina, rata/ratón (Bertin Pharma, cat # A05117). 
- Kit “Glicemia enzimática” para la determinación de glucosa en plasma (Wiener Argentina, cat # 1400101). 
- Kit “TG color” para la determinación de triglicéridos en plasma (Wiener Argentina, cat # 1780115). 
- RNAse Out (Invitrogen, cat # 10777019).  
- Sacarosa (Biopack).  
- Suero Normal de Burro (Equitech‐Bio.INC lote SD 30‐2090). 
- TAQ Pegasus ADN polimerasa (EmbioTec, cat # EA00101- 500 U).  
- Transcriptasa reversa M-MLV (Promega, cat # 9PIM170).  
- Tritón-X100 (Biopack).  
- TRIzol (Invitrogen, cat # 15596018). 
- Xilacina (Richmond Vet Pharma). 
 




3. Genotipificación de los animales 
Al momento del destete (21 días post-nacimiento, P21), las crías fueron numeradas con marcas en 
las orejas. Al mismo tiempo, se cortó un segmento de  ~2 mm del extremo de la cola que luego se procesó 
para extraer el ADN para su genotipificación. Cada fragmento de cola se recogió en un tubo Eppendorf de 
200 μL y se extrajo el ADN mediante incubación en 75 μL de una mezcla de NaOH 25 mM con EDTA 0,2 
mM durante 1 hora a 98ºC. Luego de 1 hora, la mezcla se enfrió a 15ºC, se agregó 75 μL de Tris-HCl (pH 
5,5) y se homogeneizó. Esta mezcla se puede emplear inmediatamente para realizar el genotipado o se 
puede conservar a -20ºC hasta su procesamiento. Para la genotipificación se empleó la técnica de la 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR de sus siglas en inglés para Polymerase Chain Reaction). La 
mezcla de reacción consta de: 1,25 μL de buffer 10X; 0,625 μL de MgCl2 50 mM; 0,25 μL de dNTPs 10 
mM; 0,0625 μL de TAQ Pegasus ADN polimerasa 5 U/μL; 0,625 μL de primer forward 10 μM; 0,625 μL de 
primer reverse 10 μM; 1 μL de la mezcla de extracción del ADN y 12,5 μL de H20 MQ. Los primers forward 
y reverse utilizados para cada genotipo de ratón se detallan en la Tabla 1. La mezcla se cicló durante 2 hs 
en un termociclador (Bio-Rad) con el siguiente protocolo: 4 min a 94ºC; 35 ciclos de: 30s a 94ºC, 30s a 
59ºC y 45s a 72ºC;  7min a 72ºC y finalmente se sostuvo a 10ºC. Una vez terminado el ciclado, se agregó 
a cada tubo 2,1 μL de una mezcla de buffer de carga con un colorante de ácidos nucleicos (GelRed) y se 
homogeneizó. Se sembró 6 μL de esta mezcla en un gel de agarosa al 2% y se corrió en una cuba 
electroforética durante 1 hora a 90V. El gel se reveló en un transiluminador UV (Gel-Doc XR+, Bio-Rad) y 
se acuerdo al patrón de bandas observado, se determinó el genotipo de cada animal. 
 
4. Cirugías estereotáxicas 
Todas las cirugías fueron realizadas en el cuarto de cirugías del bioterio del IMBICE, con material 
adecuado y en las condiciones de asepsia normalmente requeridas. En todos los casos, los ratones fueron 
anestesiados con una mezcla de Ketamina (150 mg/kg de peso IP) y Xilacina (15 mg/kg de peso IP). 
Tabla 1. Primers empleados en la genotipificación de las cepas de ratones modificados genéticamente utilizados. 
Fwd, forward; Rev, reverse; pb, longitud del amplificado en pares de bases.   























Implantación de cánula intra-cerebro-ventricular (ICV). Para esta cirugía, los ratones fueron 
colocados en un aparato estereotáxico para la fijación de una cánula guía permanente (4mm de largo, 
calibre 22G, Plastics one) dentro del ventrículo lateral. Previo pelado craneal, se realizó un corte en la piel 
de la calota y se eliminaron las membranas que recubren el cráneo para poder visualizar el punto de 
bregma y establecer las coordenadas estereotáxicas del mismo. Una vez establecidas, se utilizaron las 
coordenadas: -0,34 mm antero-posterior; +1 mm lateral y -2,3 mm ventral, que corresponden al ventrículo 
lateral derecho según el Atlas del cerebro de ratón de Paxinos y Franklin (Paxinos and Franklin, 2001). Es 
importante mencionar, que a este nivel antero-posterior, los ventrículos laterales se encuentran conectados 
al tercer ventrículo, proporcionando un alcance rápido de las moléculas inyectadas ICV a esta zona 
hipotalámica. En este lugar, se perforó el cráneo, se colocó la cánula guía y se fijó al hueso con acrílico 
dental. Finalmente se cerró la herida y el extremo libre de la cánula se tapó con un obturador adecuado. 
Después de la cirugía, los ratones fueron alojados en cajas individuales, y se dejaron recuperar por al 
menos 5 días tratándolos diariamente con flunixin meglumina (Flumeg 5%) para reducir la inflamación 
antes de someterlos a los protocolos experimentales. Para minimizar el estrés del día experimental, los 
animales fueron manipulados diariamente. En todos los casos, la posición final de la cánula fue 
determinada por observación histológica de los cerebros al finalizar los experimentos. 
5. Procedimientos experimentales 
5.1. Estudio del rol modulador de la señalización del sistema ghrelina/GHSR en la hiperfagia 
compensatoria inducida por ayuno. 
5.1.1. Protocolo experimental 
El diseño experimental del protocolo de ayuno-realimentación se encuentra diagramado en la Figura 
4. Los animales WT o modificados genéticamente se expusieron o no a un protocolo de ayuno-
realimentación, en el cual se ayunaron retirando el alimento de las cajas a las 10:00 hs y luego se 
realimentaron o no 48 hs después. El tiempo empleado de ayuno se basó en estudios previos que 
muestran que un ayuno de 48 hs desencadena respuestas hiperfágicas robustas (Erickson et al., 1996, 
Pedroso et al., 2016) y presentan un incremento en los niveles del ARNm de GHSR como en la sensibilidad 
central a la ghrelina (Luque et al., 2007). Los pesos corporales y el consumo de alimento se monitorearon 
diaria- y manualmente a las 10:00 hs de cada día durante la totalidad del protocolo experimental. Se calculó 
la ingesta restando al peso de alimento inicial, el peso de alimento remanente a las 10:00 hs del siguiente 
día, y se expresó como gramos consumidos por día (g/día). En este protocolo se usaron 26 ratones WT: 
n=9 alimentados y n=17 realimentados; n=11 ratones GHSR(-/-) y n=15 ratones WT hermanos de camada 
de los GHSR(-/-) realimentados y por último, n=4 ratones ghrelina-KO y n=7 ratones WT hermanos de 
camada de los ghrelina-KO realimentados. 
De manera complementaria, otro grupo de animales WT aclimatados y alojados individualmente en 
cajas metabólicas se expusieron o no a un protocolo de ayuno-realimentación (TSE Systems GmbH). En 
este caso,  el consumo de alimento y la actividad locomotora se monitorearon automáticamente y de forma 
continua mediante transductores de peso y sensores infrarrojos de movimiento, respectivamente. 
Respecto a la actividad locomotora, se expresó como el número de veces que el paso del ratón corta los 




haces de luz infrarroja que atraviesan la jaula en el eje x-y (interrupciones del haz). En este caso, se usaron 
n=4 ratones WT alimentados y n=4 ratones WT realimentados. 
 
5.1.2. Determinaciones plasmáticas  
En un estudio independiente, animales WT pertenecientes a cada grupo experimental (n=6 por 
grupo) se sacrificaron por decapitación a las 10:00 hs de cada día para estudiar los niveles plasmáticos de 
ghrelina, DAG, triglicéridos y glucosa (Figura 4). En este caso, las muestras de sangre troncal colectadas 
se utilizaron para las diferentes medidas en plasma, mientras que los cerebros de estos mismos animales 
se utilizaron para obtener micro-disecciones de ARC y cuantificar los niveles de ARNm de los genes pomc, 
npy y ghsr (ver después). 
-Determinación de ghrelina y DAG: las muestras colectadas de sangre fueron colocadas en tubos 
conteniendo EDTA (1mg/ml final) en hielo. Se agregó a cada muestra el inhibidor de proteasas, ácido p-
hidroximercuribenzoico, en una concentración final de 0,4 mM. Posteriormente se centrifugó 5 min a 4000 
rpm a 4ºC, e inmediatamente el plasma obtenido se trató con una décima parte de HCl 1M para preservar 
la acilación y poder almacenarlos a -80°C hasta su uso. Los niveles de ghrelina y de DAG se determinaron 
utilizando un kit especifico de inmuno-ensayo enzimático (A05118 y A05117, respectivamente, Bertin 
Pharma) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 
-Determinación de triglicéridos: se determinó utilizando un reactivo comercial del laboratorio Wiener 
Argentina. La técnica se basa en la hidrólisis de los triglicéridos por medio de lipasas dando lugar a la 
formación de glicerol y ácidos grasos libres. El glicerol es fosforilado a glicerolfosfato en presencia de 
glicerokinasa y adenosín-trifosfato (ATP), luego este derivado fosforilado es oxidado con producción de 
peróxido de hidrógeno por acción de glicerol fosfato oxidasa. El producto final de color es una quinoneimina 
roja formada a partir del peróxido de hidrógeno, 4-aminofenazona y 4-clorofenol, con la acción catalítica 
de una peroxidasa. La quinoneimina posee un pico de absorción a 505 nm. Esta absorbancia resulta 
directamente proporcional a la concentración de triglicéridos en la muestra. 
-Determinación de glucosa: se determinó utilizando un reactivo comercial del laboratorio Wiener 
Figura 4: Diseño experimental. La figura resume el diseño experimental usado en esta sección de la Tesis 
Doctoral. Ratones WT o genéticamente modificados expuestos a un protocolo de ayuno-realimentación fueron 
estudiados a los diferentes tiempos indicados por flechas sobre la línea de tiempo.  También se usaron ratones 
WT manipulados farmacológicamente con moduladores de la actividad de GHSR durante el periodo de ayuno, 
indicado en la línea de tiempo como un cuadrado coloreado a rayas. 




Argentina. La glucosa es oxidada por la glucosa oxidasa a ácido glucónico y peróxido de hidrógeno. Éste 
último en presencia de peroxidasa oxida al cromógeno 4- aminofenazona/fenol a una quinoneimina de 
color rojo cuya intensidad se mide espectrofotométricamante a 505 nm y es proporcional a la concentración 
de glucosa presente en la muestra 
5.1.3. Determinaciones de ARNm 
En primer lugar, los cerebros frescos de los animales previamente decapitados fueron extraídos en 
un ambiente libre de ARNasas y fueron colocados en una matriz acrílica para realizar cortes de 1 mm de 
ancho mediante el uso de dos cuchillas. A continuación, los cortes se volcaron en una caja de Petri con 
una solución de dietilpirocarbonato 0,1% en PBS (inhibidor de proteasas) donde se realizaron micro-
disecciones cilíndricas en cada ARC mediante el uso de un micro-colector de tejido de 1 mm de diámetro 
siguiendo las coordenadas establecidas en el Atlas del cerebro ratón de Paxinos y Franklin (Paxinos and 
Franklin, 2001). Posteriormente, las micro-disecciones del ARC se recogieron en 200 μL de reactivo 
TrizolTM (Invitrogen) y el ARN total se aisló de acuerdo al protocolo propuesto por el proveedor. Una vez 
obtenido el ARNm, se utilizaron 500 ng del mismo para obtener ADN complementario (ADNc) mediante 
retro-transcripción utilizando la enzima Transcriptasa inversa (RT) del Virus de Leucemia Murina de 
Moloney (Promega), cebadores hexámeros aleatorios y dNTPs, siguiendo las indicaciones del fabricante. 
El ciclo umbral (Ct) de cada muestra y la eficiencia de cada reacción de qPCR se calculó usando el 
programa de análisis Step One Software (Applied Biosystems). La eficiencia de las reacciones de qPCR 
se evaluó por el método de curva estándar, realizando la amplificación de seis diluciones seriadas de ADNc 
y posterior construcción de la recta Ct versus log de la dilución (eficiencia=10(-1/pendiente)-1). Se 
expresaron los niveles de expresión de las muestras experimentales en cantidades relativas de cada grupo 
experimental respecto al grupo control alimentado, normalizando la expresión al gen de la proteína 























Tabla 2. Primers empleados en las reacciones de PCR tiempo real. Fwd, forward; Rev, reverse; GBAN, número 
de acceso a GenBank; pb, longitud del amplificado en pares de bases.  




5.1.3. Ensayo de unión de F-ghrelina 
Para estudiar los niveles proteicos de GHSR se realizó un ensayo de unión de F-ghrelina en un 
grupo independiente de ratones WT pertenecientes a los grupos experimentales descriptos en la Figura 4 
(n=4 grupo alimentado, n=7 grupo ayunado, n=4 grupo 2-d realimentado y n=4 grupo 4d-realimentado). La 
F-ghrelina, provista por el Dr. Luyt de la Universidad de Western Ontario (Canadá), es un análogo de 19-
aminoacidos de la ghrelina conjugada con isotiocianato de fluoresceína a través de la adición de una lisina 
en su extremo C-terminal ([(Dproctanoil) 3, Lys (fluoresceína) 19]-ghrelina) (McGirr et al., 2011, Cabral et 
al., 2013). Estudios previos realizados en el Laboratorio de Neurofisiología, mostraron que la F-ghrelina se 
comporta de manera similar a la ghrelina endógena en cuanto a afinidad y especificidad por GHSR. 
Particularmente, se ha mostrado que: a) es bioactiva in vivo; b) marca los núcleos cerebrales en el cerebro 
de ratón con una distribución similar al patrón de expresión del ARNm de GHSR; y c) no marca núcleos 
cerebrales en el cerebro de los ratones GHSR(-/-) (Cabral et al., 2013). Para llevar a cabo estos 
experimentos, los ratones WT se anestesiaron en la mañana del día experimental, se colocaron en el 
estereotáxico y se inyectaron ICV con 4 μL de líquido cefalorraquídeo artificial (LCRa) conteniendo 60 
pmol/ratón de F-ghrelina. Todas las inyecciones se realizaron a un flujo constante durante 2 minutos a 
través de un inyector calibre 30 que se extiende 0,5 mm por debajo de la cánula guía, el cual se encuentra 
conectado a través de un tubo de polietileno a una jeringa Hamilton. Luego de cada inyección, se dejó el 
inyector dentro de la cánula durante 2 minutos para evitar el reflujo de la solución inyectada. A los 30 
minutos post-inyección, los ratones se perfundieron y se obtuvieron sus cerebros, los cuales se cortaron y 
una de las series de cortes coronales se sometió a una inmunohistoquímica contra fluoresceína. 
Finalmente, los cortes fueron montados y se micro-fotografiaron con un microscopio de campo claro (Ver 
secciones “Perfusión y preparación de muestras de cerebro” e “Inmunohistoquímicas” más adelante). En 
estas secciones de cerebro, se evaluó la cantidad neuronas y la densidad de señal punteada compatible 
con un perfil pre-sináptico que unen F-ghrelina en cada grupo experimental (Ver sección “Análisis 
neuroanatómico cuantitativo”). 
 
5.1.4. Estudios neuroanatómicos en el núcleo ARC 
Para estudiar la activación del núcleo ARC y la biosíntesis de los principales neuropéptidos de este 
núcleo se utilizó un grupo independiente de ratones WT o GHSR(-/-) pertenecientes a los grupos 
experimentales descriptos en la Figura 4. Los ratones fueron perfundidos y los cerebros obtenidos se 
procesaron para posteriormente someter cada sección de cortes coronales a distintas 
inmunohistoquímicas contra: el marcador de activación neuronal c-Fos, NPY, POMC y AgRP (Ver sección 
“Inmunohistoquímicas”). En este estudio se utilizó 1 serie de un total de 4 para cada inmunohistoquímica 
usando en total: 32 ratones WT: n=7 alimentados, n=8 ayunados, n=5 2d-realimentados, n=6 4d-
realimentados y n=6 6d-realimentados; 13 ratones GHSR(-/-): n=6 alimentados y n=7 ayunados, y 12 
ratones WT hermanos de camada de los GHSR(-/-): n=5 alimentados y n=7 ayunados. Las secciones 
fueron montadas secuencialmente en portaobjetos de vidrio y se colocó el cubreobjetos con medio de 
montaje para la visualización al microscopio y la realización de los análisis cuantitativos correspondientes 
(Ver sección “Análisis neuroanatómico cuantitativo”). Además, también se utilizó un grupo de animales 




NPY-GFP (n=7 alimentados y n=8 ayunados) y sus hermanos GHSR(-/-)/NPY-GFP (n=4 alimentados y 
n=5 ayunados) los cuales se perfundieron y sus secciones coronales de cerebro se analizaron 
directamente al microscopio de fluorescencia. 
 
5.1.5. Ensayos farmacológicos 
Para estudiar la dependencia de la señalización del sistema ghrelina/GHSR en la hiperfagia 
compensatoria que se observa luego de un ayuno también se utilizaron animales WT tratados con 
moduladores de la actividad de GHSR bajo el protocolo de ayuno-realimentación descripto anteriormente 
(Figura 4). Para realizar las inyecciones, en primer lugar se implantaron cánulas permanentes en el 
ventrículo lateral de los animales, y posteriormente se alojaron en jaulas individuales por 5 días con libre 
acceso a comida y agua hasta su total recuperación. En la mañana del día experimental, los ratones se 
ayunaron y se comenzaron con las inyecciones seriadas cada 8 hs, comenzando a las 16:00 hs del primer 
día de ayuno y finalizando a las 8:00 hs del segundo día, recibiendo cada ratón 6 inyecciones en total 
durante el periodo de ayuno. Posteriormente, los animales fueron realimentados a las 10:00 hs, donde se 
monitoreó el peso corporal y el consumo de alimento manualmente durante el periodo de realimentación 
como se detalló previamente. Luego de cada inyección, el inyector se dejó dentro de la cánula durante 2 
minutos para evitar el reflujo de la solución inyectada. 
Para este estudio, se utilizaron 4 grupos experimentales: ratones tratados con los moduladores de 
la actividad de GHSR:  [D-Lys3]-GHRP-6 (2 nmoles/ratón, n=5), JMV-2959 (3 nmoles/ratón, n=8) o K-(D-
1-Nal)-FwLL-NH2 (1 nmol/ratón, n=13) y ratones control tratados con vehículo (LCRa, n=19 en total, n=7 
como control de los dos primeros ligandos descriptos y n=12 como control del tercer ligando descripto). Es 
importante destacar que el [D-Lys3]-GHRP-6 es una droga comercial que ha sido previamente utilizada en 
otros estudios, mientras que el JMV-2959 y el K-(D-1-Nal)-FwLL-NH2 no están disponibles comercialmente 
y han sido provistos por el Dr. Jacky Marie de la Universidad de Montpellier, Francia. Las dosis utilizadas 
se basaron en estudios previos que muestran su efectividad farmacológica (Asakawa et al., 2003, Salome 
et al., 2009, Els et al., 2012) como así también en estudios propios realizados en nuestro laboratorio. En 
primer lugar, se estudió el efecto sobre la ingesta de alimento inducida por la administración central de 
ghrelina. Para esto, se utilizaron ratones con cánulas permanentes implantadas en el ventrículo lateral los 
cuales, en la mañana del día experimental, fueron inyectados con 2 μL de LCRa conteniendo o no los 
diferentes moduladores de GHSR. 15 minutos después, los ratones fueron inyectados con 20 pmol/ratón 
de ghrelina y se evaluó la ingesta de alimento a los 30, 60 y 120 minutos después mediante el pesaje del 
pellet remanente y sustrayéndolo al peso del pellet ofrecido inicialmente. En base a esto, las dosis elegidas 
para JMV-2959 y [D-Lys3]-GHRP-6 redujeron la ingesta de alimento inducida por la administración central 
de ghrelina en un 72,0 ± 5,0 % (n=5) y un 42,4 ± 4,0 % (n=8), respectivamente; mientras que la dosis 
elegida para el K-(D-1-Nal)-FwLL-NH2 redujo la ingesta un 81,0 ± 5,6 % (n=19) respecto a los animales 
inyectados con LCRa. Por otro lado, se utilizaron ratones alimentados ad libitum para estudiar el efecto de 
K-(D-1-Nal)-FwLL-NH2 sobre la ingesta nocturna durante la primera fase del período de oscuridad (de 
18:00 a 23:00 hs). Para esto se utilizaron ratones con cánulas permanentes implantadas en el ventrículo 
lateral los cuales fueron administrados previo al inicio de la fase oscura con 2 μL de LCRa conteniendo o 




no K-(D-1-Nal)-FwLL-NH2 (n=20 y n=11, respectivamente). El estudio se realizó usando un diseño 
experimental cruzado, en donde los animales fueron inyectados aleatoria- y alterativamente en días 
consecutivos. Así, el péptido K-(D-1-Nal)-FwLL-NH2 redujo la ingesta nocturna durante la primera fase del 
período de oscuridad en comparación con la inyección de LCRa (160,0 ± 41,3 mg vs 595,0 ± 71,7 mg, 
respectivamente). Además, la dosis utilizada no afectó la ingesta nocturna en ratones GHSR(-/-) (n=4 con 
LCRa y n=4 con K-(D-1-Nal)-FwLL-NH2). 
Otro grupo independiente de animales tratados de la misma forma durante el ayuno con LCRa (n=6) 
o el péptido K-(D-1-Nal)-FwLL-NH2 (n=6) se sacrificó al finalizar el periodo de ayuno para realizar los 
posteriores análisis neuroanatómicos mediante inmunohistoquímicas contra c-Fos, NPY y AgRP (Ver 
secciones “Perfusión y preparación de muestras de cerebro” e “Inmunohistoquímicas” más adelante). 
 
5.2. Estudio del rol modulador de la señalización del sistema ghrelina/GHSR en la activación de las 
neuronas CRF hipofisiotrópicas en una condición de ayuno. 
5.2.1. Protocolo experimental 
Para llevar a cabo estos experimentos, se utilizaron ratones WT, modificados genéticamente o 
ratones con el ARC-lesionado, sometidos o no a un protocolo de ayuno como se describe antes. Los 
animales se perfundieron y se extrajeron sus cerebros, los cuales se cortaron en secciones coronales para 
realizar los posteriores procesamientos por inmunohistoquímicas (Ver secciones “Perfusión y preparación 
de muestras de cerebro” e “Inmunohistoquímicas” más adelante). 
5.2.2. Determinaciones plasmáticas  
En un estudio independiente, los ratones WT o GHSR(-/-) alimentados o ayunados se sacrificaron 
por decapitación a las 10:00 hs de cada día experimental. Las muestras de sangre troncal colectadas se 
utilizaron para medir corticosterona y glucosa en plasma. En este estudio se usaron 25 ratones WT: n=12 
alimentados y n=13 ayunados, y 15 ratones GHSR(-/-): n=7 alimentados y n=8 ayunados. 
 -Determinación de corticosterona: las muestras de sangre colectadas de cada grupo experimental se 
colocaron en tubos conteniendo EDTA (1mg/ml final) en hielo. Posteriormente, las muestras de sangre se 
centrifugaron y se separaron los plasmas para la medida de corticosterona por medio de un kit específico 
de ensayo por inmuno-absorción ligado a enzimas (ELISA, de sus siglas en inglés para Enzyme-Linked 
ImmunoSorbent Assay) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 
-Determinación de glucosa: (ver sección “5.1.2. Determinaciones plasmáticas; determinación de glucosa”). 
5.2.3. Estudios neuroanatómicos en el núcleo NPV 
Para estudiar la activación y los cambios en las aferencias al NPV durante el ayuno, se utilizaron las 
secciones coronales obtenidas de los cerebros de los ratones alimentados o ayunados descriptos 
anteriormente (5.2.1. Protocolo experimental) los cuales se sometieron a inmunohistoquímicas contra 
CRF, c-Fos/CRF, NPY y AgRP (Ver sección “Inmunohistoquímicas”). En este estudio se utilizó 1 serie de 
un total de 4 para cada inmunohistoquímica usando en total: 10 ratones WT: n=4 alimentados, n=6 
ayunados; 10 ratones GHSR(-/-): n=4 alimentados y n=6 ayunados; 9 ratones WT hermanos de camada 




de los GHSR(-/-): n=4 alimentados y n=5 ayunados; 11 ratones con el ARC-intacto: n=4 alimentados y n=7 
ayunados y 9 ratones con el ARC-lesionado: n=3 alimentados y n=6 ayunados. Las secciones coronales 
se montaron secuencialmente en portaobjetos de vidrio y se colocó el cubreobjetos con medio de montaje 
para poder visualizarlas al microscopio y realizar los análisis neuroanatómicos cuantitativos 
correspondientes en el NPV (Ver sección “Análisis neuroanatómico cuantitativo”). Además, también se 
utilizó un grupo de animales NPY-GFP (n=7 alimentados y n=8 ayunados) y sus hermanos de camada 
GHSR(-/-)/NPY-GFP (n=4 alimentados y n=5 ayunados) los cuales se perfundieron y sus secciones 
coronales de cerebro se analizaron directamente al microscopio de fluorescencia. 
5.2.4. Ensayos farmacológicos 
Para estudiar la dependencia de la señalización del sistema ghrelina/GHSR en la activación de las 
neuronas CRF hipofisiotrópicas y los cambios en las aferencias al NPV también se utilizaron animales WT 
tratados con un modulador de la actividad de GHSR durante el periodo de ayuno. Como se especificó en 
la sección 5.1.5. “Ensayos farmacológicos”, se utilizaron animales WT previamente implantados con una 
cánula guía permanente por la cual posteriormente se realizaron las inyecciones ICV cada 8 hs durante el 
periodo de ayuno con LCRa o con K-(D-1-Nal)-FwLL-NH2 (n=6 por grupo). Los ratones recibieron en total 
6 inyecciones durante el periodo de ayuno y luego se anestesiaron, se perfundieron, se extrajeron sus 
cerebros y se cortaron en secciones coronales destinadas al posterior análisis neuroanatómico mediante 
inmunohistoquímicas contra AgRP, CRF y c-Fos.  
 
5.3. Estudio del rol de la hormona DAG sobre el sistema ghrelina/GHSR a nivel hipotalámico. 
5.3.1. Ensayo de unión de la F-DAG 
Para estudiar los sitios de unión de la DAG se realizó un ensayo de unión de F-DAG en un grupo 
de ratones WT alimentados ad libitum. La F-DAG, al igual que la F-ghrelina utilizada anteriormente, fue 
provista por el Dr. Luyt de la Universidad de Western Ontario (Canadá). La F-DAG es un análogo de 19-
aminoacidos de la DAG conjugada con isotiocianato de fluoresceína a través de la adición de una lisina en 
su extremo C-terminal ([(Dproctanoil) 3, Lys (fluoresceína) 19]-DAG). Para llevar a cabo este estudio, se 
utilizaron ratones con cánulas permanentes implantadas en el ventrículo lateral los cuales, luego de 5 días 
de recuperación, fueron inyectados con 2 μL de LCRa conteniendo o no 500 pmol/ratón de F-DAG (n=4 y 
n=5, respectivamente). Para determinar la especificidad del ensayo, se administró 120 pmol/ratón de F-
DAG solo (n=3) o una mezcla de 120 pmol/ratón de F-DAG con 1200 pmol/ratón de DAG sin marca (n=3). 
Si la unión de F-DAG resultase específica, debería ser totalmente desplazada por el exceso de DAG sin 
marcar, con la consecuente disminución de la señal observada al microscopio de fluorescencia. Todas las 
inyecciones se realizaron a un flujo constante durante 2 minutos a través de un inyector calibre 30 que se 
extiende 0,5 mm por debajo de la cánula guía, el cual se encuentra conectado a través de un tubo de 
polietileno a una jeringa Hamilton. Luego de cada inyección, se dejó el inyector dentro de la cánula durante 
2 minutos para evitar el reflujo de la solución inyectada. Luego de 30 minutos post-inyección, los animales 
se perfundieron y se extrajeron sus cerebros, los cuales se cortaron en secciones coronales para la 
posterior realización de una inmunohistoquímica fluorescente contra fluoresceína y la subsiguiente 
examinación al microscopio de fluorescencia (Ver secciones “Perfusión y preparación de muestras de 




cerebro” y “Inmunohistoquímicas” más adelante). En estas secciones de cerebro, se evaluaron los sitios 
cerebrales accesibles a F-DAG inyectada centralmente como así también el número de células que la unen 
(Ver sección “Análisis neuroanatómico cuantitativo”).  
Posteriormente, para estudiar el fenotipo de las células marcadas con F-DAG, se utilizó un grupo 
independiente de ratones WT inyectados por vía ICV con colchicina (16 μg en 4 μL por ratón, n=4) 
utilizando las coordenadas descriptas anteriormente (ver sección 4 “Cirugías estereotáxicas”). Luego de 
dos días, los ratones se inyectaron con F-DAG y 30 minutos después se perfundieron, se obtuvieron sus 
cerebros los cuales se procesaron para luego ser sometidos a inmunohistoquímicas fluorescentes contra 
NPY, POMC y vimentina (Ver sección “Inmunohistoquímicas”). Las secciones coronales se montaron 
secuencialmente en portaobjetos de vidrio los cuales fueron cubiertos por cubreobjetos con medio de 
montaje para poder visualizaros al microscopio de fluorescencia y evaluar el grado de co-localización. 
5.3.2. Estudio de la bioactividad de DAG 
Para estudiar el efecto de la DAG sobre la ingesta de alimentos, se utilizó otro grupo de ratones 
implantados con cánulas permanentes en el ventrículo lateral los cuales se expusieron a 2 grupos de 
experimentos diferentes. En primer lugar, se los administró con 2 μL de LCRa conteniendo o no 300 
pmol/ratón de DAG a las 18:45 hs, previo al inicio del ciclo de oscuridad. El estudio se realizó usando un 
diseño experimental cruzado, en donde los animales fueron inyectados aleatoria- y alterativamente en días 
consecutivos (n=17). La ingesta de alimentos se midió a las 22.00 hs y a las 7:00hs del día siguiente, 
determinándola mediante la sustracción del peso del alimento remanente al peso del alimento ofrecido 
inicialmente. La dosis utilizada ha sido previamente estudiada mostrando que la DAG afecta la ingesta de 
alimentos (Asakawa et al., 2005). Después de 2 días de recuperación,  los mismos animales se expusieron 
a un protocolo de ayuno-realimentación a corto plazo. En este caso, el alimento se retiró de las jaulas a 
las 18:00 hs y, a las 10:00 hs del día siguiente, se los administró con 2 μL de LCRa conteniendo o no 300 
pmol/ratón de DAG (n=8 y n=9, respectivamente). Inmediatamente después de las inyecciones, los ratones 
fueron realimentados, dejándoles libre acceso a un pellet de dieta estándar previamente pesada. La 
ingesta de alimento se controló a las 0,5, 1, 2 y 12 hs post-inyección por pesada del pellet remanente y 
diferencia del peso respecto del inicial. 
Posteriormente, se estudió la potencial interacción de la DAG con la ghrelina evaluando el consumo 
de alimentos y la activación neuronal del ARC en un grupo independiente de ratones implantados con 
cánulas permanentes en el ventrículo lateral. A las 10:00 hs del día experimental, los ratones fueron 
inyectados ICV con 2 μL de LCRa conteniendo o no 300 pmol/ratón de DAG. 15 minutos después, los 
mismos ratones se inyectaron por vía subcutánea (SC) o ICV con una dosis de 60 pmoles/g de peso 
corporal o 300 pmoles/ratón de ghrelina, respectivamente. El efecto orexigénico de las dosis de ghrelina 
utilizadas han sido caracterizadas previamente en estudios llevados a cabo en nuestro laboratorio (Cabral 
et al., 2014). El pre-tratamiento con DAG se realizó 15 minutos antes del tratamiento con ghrelina 
basándose en la corta vida media del péptido (~30 minutos) (Akamizu et al., 2005). Los grupos 
experimentales fueron los siguientes: vehículo ICV + vehículo SC (n=8), DAG ICV + vehículo SC (n=7), 
vehículo ICV + ghrelina SC (n=20), DAG ICV + ghrelina SC (n=6), vehículo ICV + ghrelina ICV (n=11) y 
DAG ICV + ghrelina ICV (n=6). 2 horas después del tratamiento, los animales se perfundieron y se 




obtuvieron los cerebros para el posterior procesamiento por inmunohistoquímica contra c-Fos. Entre las 
inyecciones y sacrificios, los ratones fueron expuestos a una cantidad pre-pesada de alimento para 
determinar a ingesta de alimentos. 
De la misma manera, y para testear si el péptido F-DAG afecta la ingesta de alimentos y la activación 
neuronal del ARC, se realizó el mismo experimento descripto anteriormente, usando F-DAG en lugar de 
DAG. En este caso, se usaron un total de 12 ratones WT agrupándolos en los siguientes grupos 
experimentales: vehículo ICV + vehículo SC (n=3), F-DAG ICV + vehículo SC (n=7), vehículo ICV + 
ghrelina SC (n=3) y F-DAG ICV + ghrelina SC (n=3). 
Adicionalmente, para estudiar si la unión y activación neuronal del ARC depende de GHSR, se utilizó 
un grupo de ratones GHSR(-/-) para realizar el ensayo de unión de F-DAG tal como se describió en la 
sección 5.3.1. “Ensayo de unión de F-DAG”. Para llevar a cabo este estudio, se utilizaron ratones GHSR(-
/-) con cánulas permanentes implantadas en el ventrículo lateral los cuales, luego de 5 días de 
recuperación, se inyectaron ICV con 2 μL de LCRa conteniendo o no 500 pmol/ratón de F-DAG (n=3 y 
n=5, respectivamente). 30 minutos post-inyección se perfundieron y se procesaron las muestras como 
describimos anteriormente. Para determinar la ingesta de alimentos y la activación neuronal del ARC, se 
utilizó un grupo independiente de animales GHSR(-/-) inyectados ICV con 2 μL de LCRa conteniendo o no 
300 pmol/ratón de DAG (n=5 y n=6, respectivamente). 2 horas después del tratamiento, los animales se 
perfundieron y se extrajeron sus cerebros para el posterior procesamiento por inmunohistoquímica contra 
c-Fos. Entre las inyecciones y sacrificios, los ratones se expusieron a una cantidad pre-pesada de alimento 
para determinar a ingesta de alimentos. 
6. Perfusión y preparación de muestras de cerebro 
Para fijar las muestras de cerebro, los ratones se perfundieron trans-cardiacamente con 
formaldehido al 4% como fijador. Inicialmente, los ratones se anestesiaron y se sujetaron a una mesa de 
cirugía por las extremidades con el abdomen hacia arriba. Luego, cavidad torácica se abrió con el objetivo 
de acceder al corazón. El sistema de perfusión se conectó directamente al ventrículo izquierdo del corazón 
con una aguja 22G, y luego se realizó una incisión en la aurícula derecha para permitir el escape de la 
circulación de retorno de los líquidos de lavado. Inicialmente, los ratones se perfundieron con una solución 
de lavado (PBS 0,01 M pH 7,4 conteniendo 10 UI/ml de heparina) a un flujo de 5 mL/minuto durante 2 
minutos. Luego, se perfundieron con el fijador, formaldehido al 4%, durante 10 minutos a un flujo de 5 
ml/minuto. Al finalizar la perfusión, los cerebros se aislaron y se post-fijaron en una solución de 
formaldehido al 4% durante 2 horas. Finalmente los cerebros se crio-preservaron mediante la incubación 
en una solución de sacarosa al 20% durante toda la noche. Al día siguiente, los cerebros se congelaron 
en hielo seco y se cortaron en 4 series equivalentes de secciones coronales de 40μm de espesor utilizando 
un criostato (Leica, CM1860). En caso de los cerebros provenientes de ratones inyectados con F-ghrelina 
o F-DAG la crio-preservación se realizó en una solución de sacarosa al 20% más formaldehído al 1%. El 
procesamiento posterior se realizó de igual manera para todos los cerebros. 




7. Inmunohistoquímicas (IHQs) y tinciones 
Todas las IHQs se realizaron sobre secciones coronales de cerebro en flotación. 
a. IHQs cromogénicas simples  
Protocolo general para todas las IHQs cromogénicas simples: en primer lugar, las secciones 
coronales de cerebro se lavaron 3 veces durante 10 minutos cada vez con PBS en agitación. 
Posteriormente, se incubaron con 10 mL de H2O2 0,5% en PBS durante 30 minutos. Luego de otros 3 
lavados, las secciones de cerebro se incubaron con solución bloqueante (3% suero normal de burro y 
0,25% TritonX en PBS) durante 1 hora a temperatura ambiente en agitación. Finalmente, se incubaron con 
el anticuerpo primario específico para cada IHQ en las condiciones experimentales que se especifican en 
la Tabla 3. Después de la incubación con el anticuerpo primario, se realizaron nuevamente 3 lavados y se 
incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario correspondiente (Tabla 3). 
Luego de 1 hora, las secciones se lavaron y se incubaron nuevamente durante 1 hora con el complejo 
avidina-peroxidasa biotinilada. Finalmente se reveló la reacción con el sustrato 3,3’-diaminobencidina 
comercial en presencia o ausencia de NiCl2, lo cual produjo un precipitado negro-violeta o marrón, 
respectivamente. El tiempo de revelado para cada IHQ cromogénica simple se especifica en la Tabla 3. 
b. IHQs cromogénicas dobles 
Las IHQs dobles se realizaron durante cuatro días. En primer lugar, se realizaron las IHQs contra 
los antígenos nucleares, c-fos en nuestro caso, como se describió anteriormente y luego de realizar 3 
lavados durante 10 minutos cada uno con PBS, a las secciones de cerebro se trataron con los anticuerpos 
que reconocen antígenos citoplasmáticos: CRF y POMC en nuestro caso (Tabla 3). A las 48 hs, las 
secciones de cerebro se lavaron y se incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente (Tabla 3) y 
con el complejo peroxidasa biotinilada-avidina como se detalló anteriormente. En este caso, la IHQ nuclear 
se reveló con  solución de 3,3’-diaminobencidina con el agregado de NiCl2, y las IHQs citoplasmáticas e 
revelaron en ausencia de NiCl2, obteniendo un precipitado nuclear negro-violeta y un precipitado 
citoplasmático marrón. 
c. IHQ fluorescente simple 
En primer lugar, las secciones coronales de cerebro se lavaron 3 veces durante 10 minutos cada 
vez con PBS en agitación. Luego, se incubaron con solución bloqueante (3% suero normal de burro y 
0,25% TritonX en PBS) durante 1 hora a temperatura ambiente en agitación, y finalmente se incubaron 
con el anticuerpo primario correspondiente durante 48 hs a 4ºC. A continuación, y luego de realizar 3 
lavados, se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario conjugado al 
fluoróforo elegido (Tabla 3). 
d. IHQs fluorescentes dobles 
Para las IHQs fluorescentes dobles las secciones de cerebro se trataron de igual forma que 
describimos anteriormente para cada IHQ fluorescente simple, pero en este caso se incubaron con los dos 
anticuerpos primarios juntos, el anti-fluoresceína conjugado con Alexa 488 sumado al segundo anticuerpo 
primario correspondiente. Finalmente, y luego de realizar 3 lavados, las secciones se incubaron durante 2 
horas a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario conjugado a Alexa 594 correspondiente al 




segundo anticuerpo utilizado (Tabla 3) . 
Para todas las IHQs se realizaron controles, en los cuales se procesaron las secciones de cerebro 
con los mismos protocolos que describimos anteriormente, pero sin el agregado de anticuerpo primario o 
secundario.  
Para el caso particular de las IHQs cromogénicas, una vez finalizadas, las secciones se montaron 
secuencialmente en orden antero-posterior en portaobjetos de vidrio previamente gelatinizados, se 
deshidrataron en sucesivos pasajes por alcoholes de concentración creciente (2 min en etanol 70 %, 96 
%, 100 % y, finalmente, 30 min en xileno) y se colocó el cubreobjetos con medio de montaje (Bálsamo de 
Canadá) para su posterior examen al microscopio óptico de campo claro. En el caso de las IHQs 
fluorescentes, las secciones se montaron secuencialmente cuidándolas de la luz y se colocó directamente 
el cubreobjetos con un medio de montaje que atenúa el fenómeno de blanqueamiento  (DABCO + Höescht) 
para observarlas al microscopio de fluorescencia.  
e. Coloración de Nissl:  
En primer lugar, las secciones coronales de cerebro se montaron secuencialmente en portaobjetos 
de vidrio, se lavaron durante 1 minuto en H2O destilada y se incubaron con solución de Tionina al 0,1% 
durante 20 min. Finalmente, las secciones se deshidrataron pasándolas 1 vez durante 1 minuto por H2O 
destilada, luego 2 veces de 1 minuto por alcohol 96°, 2 veces de 1 minuto por alcohol 100° y por último 5 
minutos por xilol. Finalmente se colocó el cubreobjeto con medio de montaje (Bálsamo de Canadá). Esta 
coloración tiñe los cuerpos de Nissl que son acumulaciones basófilas que se encuentran en el citoplasma 
de las células nerviosas. 
  
Tabla 3. Anticuerpos utilizados con sus respectivas condiciones experimentales de uso. 
Temperatura Tiempo Tiempo























Anticuerpo primario Concentración Anticuerpo secundario
Anti NPY 4°C 48 hs Anti-Conejo biotinilado 1/3000
4ºC 48 hs Anti-Conejo Alexa 594 1/1000  2 hs
Anti c-Fos 4ºC 48 hs Anti-Conejo biotinilado 1/3000 10 min
Anti POMC T amb 24 hs Anti-Conejo biotinilado 1/3000 10 min
Anti POMC 4ºC 48 hs Anti-Conejo Alexa 594 1/1000  2 hs
Anti Fluoresceína 4ºC 48 hs Anti-Cabra biotinilado 1/2000 7 min
Anti Fluoresceína Alexa 488 4ºC 48 hs
Anti CRF 4ºC 48 hs Anti-Conejo biotinilado 1/3000 7 min
Anti AgRP 4ºC 48 hs Anti-Conejo Alexa 594 1/1000  2 hs
Anti vimentina 4ºC 48 hs Anti-Gallina Alexa 594 1/2000  2 hs




8. Análisis Neuroanatómico Cuantitativo 
Para realizar el análisis neuroanatómico cuantitativo se utilizó el atlas del cerebro de ratón de 
Paxinos y Franklin (Paxinos and Franklin, 2001) para identificar las secciones coronales del cerebro y 
localizar los limites anatómicos de cada región cerebral analizada. Tanto el ARC como el NPV se 
estudiaron bilateralmente entre los bregmas -1.58 and -1.94 mm y -0,70 mm y -0,94 mm, respectivamente.  
8.1. Conteo de células inmuno-reactivas (IR) 
Para determinar el número total de células-IR para los diferentes antígenos analizados en cada 
núcleo cerebral, las células se cuantificaron a través de todo el núcleo en 1 de 4 series completas de las 
secciones coronales de 40 μm obtenidas. Los datos se expresaron como el número de células 
IR/sección/lado, en la cual el número de células totales cuantificadas en 1 de series de secciones coronales 
se dividió por el número de secciones en las que se realizaron los recuentos. Todos los análisis 
cuantitativos se realizaron de manera independiente por al menos 2 observadores. Con el fin de obtener 
el número real de neuronas, la doble contabilización se corrigió de acuerdo al método de Abercrombie 
(Abercrombie, 1946), en el cual el número total de células contabilizadas se multiplica por un factor de 
corrección que se calcula con la fórmula: T/(T+h), donde T= espesor del corte, y h= el diámetro medio de 
la célula a lo largo del eje perpendicular al plano de la sección. El diámetro medio de las células 
cuantificadas se determinó en al menos 30 células o núcleos con el programa Fiji-ImageJ (Schindelin et 
al., 2012).  
En el caso de las secciones de cerebro con doble IHQ, por un lado se determinó el número total de 
células-IR para ambos marcadores y por el otro, el número de células-IR para cada uno de los marcadores 
por separado. Luego, se expresaron los resultados como el porcentaje de células con co-localización 
respecto del total de las células-IR para cada uno de los marcadores por separado. Finalmente, los valores 
mostrados resultan del promedio de los valores de los distintos animales de cada grupo experimental.  
La nomenclatura utilizada para identificar a las células que presentaron señal-IR para un 
determinado marcador neuronal fue: el nombre del marcador analizado acompañado de un signo + 
(indicando señal positiva) inmediatamente por detrás. Adicionalmente, las células que no presentaron 
inmuno-reactividad para algún marcador neuronal se denotaron con un signo – (indicando señal negativa) 
por detrás. 
El análisis cuantitativo de la señal fluoresceína+ en los diferentes sitios del cerebro se realizó a 
través de la cuantificación tanto del número de células como de la señal fluoresceína+ punteada, las cuales 
se compararon con la señal obtenida en los controles negativos. En este caso, además de los controles 
sin el agregado de anticuerpo primario o secundario, también se utilizó la IHQ contra fluoresceína en 
secciones de cerebro de ratones inyectados centralmente con LCRa. Para realizar estos análisis, se 
cuantificó el número total de células fluoresceína+ y se expresó como células/sección/lado; mientras que 
la señal punteada se cuantificó en microfotografías a alta magnificación de las áreas cerebrales de interés, 
usando el software Fiji (Schindelin et al., 2012), y expresándolas como puntos/100 mm2. Particularmente, 
para realizar el análisis neuroanatómico detallado de los sitios de unión de F-DAG, se re-utilizaron las 
mismas series montadas para tomar las microfotografías al microscopio de fluorescencia, a las cuales 




posteriormente se les retiró cuidadosamente el cubreobjetos, se lavaron, y se les realizó una coloración 
de Nissl. Solo en este caso, se expresó el valor obtenido como el número de células totales en el ARC, el 
cual se calculó multiplicando el número de células contadas en una serie por la cantidad de series 
completas de secciones coronales de 40 μm obtenidas.  
Para el análisis topográfico de la distribución de células c-Fos+ dentro del ARC de los animales 
inyectados con DAG se utilizaron imágenes digitales. Para esto, se tomaron imágenes de campo claro con 
un objetivo de 10X entre los bregmas -1,64 y -1,88 donde se encontraron concentradas las células c-Fos+. 
En cada imagen, se delimitaron dos cuadrados (400 x 400 µm), uno sobre cada ARC. Específicamente, 
se utilizó el límite ventral del cerebro y la pared ventricular como referencias de alineación para los bordes 
inferior y medial, respectivamente, de cada ARC. Cada cuadrado se subdividió a su vez en cuatro 
cuadrantes de igual tamaño; así, el cuadrante superior cercano al ventrículo corresponde a la subregión 
dorsal del ARC (dARC), mientras que los cuadrantes inferiores ubicados cerca o lejos del ventrículo 
corresponden a las subregiones ventro-medial (vmARC) o ventro-lateral del ARC (vlARC), 
respectivamente. Para el análisis cuantitativo, se registró manualmente la posición de cada célula c-Fos+ 
dentro de cada cuadrante, excluyendo aquellas que pertenecen a la pared ependimaria. Luego, el número 
de células c-Fos+/muestra/cuadrante se calculó promediando todos los cuadrantes correspondientes 
(izquierdo y derecho) que pertenecen a las imágenes de la misma muestra. Finalmente, se calculó el 
numero promedio de células c-Fos+ para los tres cuadrantes para cada grupo experimental. Para obtener 
la distribución espacial global de las células c-Fos+, se subdividió cada cuadrado en una cuadrícula de 32 
x 32 contenedores (12,5 µm por lado) y se calculó el número promedio de células c-Fos+ por contenedor 
para cada grupo experimental. El resultado final se representó como mapas de densidad codificados por 
colores. Todos estos procedimientos se realizaron utilizando el programa Fiji (Schindelin et al., 2012). 
8.2. Análisis de la intensidad y densidad de señal-IR 
Para estimar la intensidad de señal fluorescente de F-DAG en el ARC, se obtuvieron 
microfotografías a color en 16 bits, a las cuales se les corrigió la no-uniformidad de iluminación utilizando 
una imagen de referencia fluorescente con un campo homogéneo. La contribución de la auto-fluorescencia 
tisular al canal verde fue estimada utilizando el canal rojo, y se generó una nueva imagen restando a la 
imagen original la fracción obtenida en el canal rojo, para obtener una lectura media de cero en las áreas 
sin marca en el parénquima.  Finalmente, se cuantificó la intensidad media de fluorescencia corregida en 
todo el ARC. Nuevamente se utilizó el software Fiji para el procesamiento y cuantificación de las imágenes 
(Schindelin et al., 2012).  
Para el análisis cuantitativo de la intensidad de señal en el NPV en secciones de cerebro teñidas 
con DAB, en primer lugar se obtuvieron microfotografías a color de las áreas a cuantificar en un 
microscopio de campo claro con las mismas condiciones ópticas de luz. A las imágenes de 16 bits 
resultantes se les corrigió la no-uniformidad de iluminación y se transformaron a escala de grises. 
Finalmente se cuantificó la densidad óptica (DO) promedio utilizando el software Fiji (Schindelin et al., 
2012). Para esto, los valores de intensidad de cada pixel fueron convertidos a DO tomando el logaritmo 
decimal negativo del cociente entre el valor original de cada pixel y el valor del fondo promedio sin muestra. 
También se determinó un fondo no específico en un área cerebral donde no se encontró señal positiva y, 




finalmente, el valor de DO para cada imagen se correspondió con la densidad promedio de señal IR a la 
que se le restó el nivel de señal correspondiente al fondo de la muestra. 
Para la cuantificación de la señal AgRP+ y GFP+ en el NPV se adquirieron microfotografías de 
fluorescencia a alta magnificación de los cortes correspondientes, asegurándose de incluir exclusivamente 
la porción de este núcleo donde están presentes las neuronas CRF. Se utilizó un objetivo 63X/1.4NA en 
la modalidad de luz estructurada a través del sistema Zeiss Apotome.2. Para cada imagen se obtuvo el 
histograma y se estimó el nivel de fondo ajustando una curva gaussiana, que coincidió con el pico 
dominante. Con los parámetros de esta curva se calculó un umbral de detección de señal específica, que 
fue definido como la media de la distribución más cinco desviaciones estándar. De esta manera se 
umbralizó cada imagen y se generó una región de interés para determinar el área de señal específica, el 
valor medio de señal específica dentro de la región, y la densidad de señal integrada. Los valores de 
intensidad fueron corregidos por substracción de la media del fondo. El valor medio o intensidad de señal 
específica dentro de la región analizada se interpretó como la concentración del antígeno marcado, el área 
de señal especifica como el número de elementos dentro de la región analizada que contiene el antígeno 
marcado, y la densidad integrada (la multiplicación de los dos parámetros anteriores) representó la 
cantidad del antígeno marcado presente en la región analizada. 
Todas las cuantificaciones correspondientes a intensidad, área y densidad de señal específica se 
expresaron como los valores promedios normalizados con el grupo control correspondiente a los animales 
WT alimentados. 
9. Obtención de Imágenes 
Las imágenes fluorescentes fueron adquiridas a baja y alta magnificación con un microscopio Zeiss 
Axio Observer D1 equipado con un módulo de iluminación estructurada Apotome.2 y una cámara 
monocroma Axiocam 506 o un microscopio Nikon Eclipse 50i y una cámara digital Nikon DS-Ri1, 
dependiendo cada caso. La fluoresceína, el GFP y el fluoróforo Alexa 488 fueron excitados a 488 nm 
mientras que el fluoróforo Alexa 594 fue excitado a 594 nm.  
Todas las imágenes de campo claro fueron adquiridas a baja y alta magnificación, usando un 
microscopio Nikon Eclipse 50i y una cámara digital Nikon DS-Ri1, en 8 o 16 bits y en formato tif.  
Para la edición de imágenes se utilizaron dos programas: el Adobe Photoshop CS3 para ajustar el 
tamaño, contraste y brillo de las microfotografías, y el Fiji para cuantificar la DO, la intensidad, el área y la 
densidad integrada de señal+ en los núcleos cerebrales correspondientes. 
10. Análisis estadístico 
Los análisis estadísticos se realizaron con el programa GraphPad Prism versión 6.0 o el programa 
IBM SPSS Statistics. Los datos se expresaron como la media ± error estándar de la media (SEM). El 
análisis estadístico utilizado dependió de cada condición experimental. El análisis de normalidad se realizó 
mediante el test de D`Àgostino-Pearson y los análisis de igualdad de varianza usando los Test de Barlett 
o Levene. Para los análisis estadísticos que involucraron dos grupos experimentales, se utilizó la prueba t 




de Student no apareado con corrección de Welch. Para el análisis de más de dos grupos experimentales 
se utilizó ANOVA de una vía. Cuando las varianzas fueron iguales, se utilizó la prueba post-hoc de Tukey 
o Bonferroni para determinar las diferencias significativas entre los grupos, y cuando las varianzas fueron 
distintas, se utilizó la prueba post-hoc de Games-Howell. Finalmente, el test de ANOVA de dos vías, 
usando la prueba post-hoc de Tukey o Bonferroni, se utilizó para comparar los datos entre dos genotipos 
ante dos tratamientos, para comparar las respuestas de los consumos de alimento y peso corporal de los 
protocolos de ayuno-realimentación de los diferentes genotipos y tratamientos farmacológicos analizados 
y para comparar los datos entre dos pre-tratamientos sobre varios tratamientos posteriores. Finalmente, el 
test de ANOVA de dos vías con medidas repetidas usando la prueba post-hoc de Bonferroni se utilizó para 
comparar el impacto de dos pre-tratamientos en el ciclo oscuro de la ingesta de alimentos y la fase de 
realimentación después del ayuno nocturno. 
Todas las interacciones y las significancias se especifican en las leyendas de cada figura excepto 
















































CAPÍTULO 1                                                                                   
ESTUDIO DEL ROL MODULADOR DE LA SEÑALIZACIÓN DEL 
SISTEMA GHRELINA/GHSR EN LA HIPERFAGIA COMPENSATORIA 

















a) Análisis de los patrones de ingesta, actividad locomotora  y cambios del peso corporal 
luego un ayuno 
Con el objetivo de caracterizar los cambios que ocurren en los patrones diarios de alimentación y 
en el peso corporal luego de un ayuno, expusimos a ratones WT al protocolo de ayuno-realimentación 
descripto en la Figura 4 de la sección “Materiales y Métodos”. 
El consumo de alimento diario de animales alimentados ad libitum fue de 3,43 ± 0,07 g/día, mientras 
que el consumo correspondiente a animales realimentados luego de un ayuno, aumentó significativamente 
y se mantuvo elevado hasta el quinto día del periodo de realimentación (Figura 5A). El consumo de 
alimento acumulado desde el día 1 al día 5 de realimentación fue de 24,07 ± 0,58 g (Figura 5B), con un 
promedio de 4,86 ± 0,09 g/día. Alternativamente, si el consumo de alimento acumulado desde el día 1 al 
día 5 lo dividimos por siete, es decir el periodo de realimentación más los dos días del periodo de ayuno, 
da un promedio de 3,48 ± 0,90 g/día, que no difiere del promedio diario de un animal alimentado ad libitum. 
Además, evaluamos el peso corporal diario de los ratones pertenecientes a ambos grupos experimentales 
(Figura 5C), observándose una disminución del 23,56 ± 0,91 % del peso corporal basal al finalizar el 
periodo de ayuno, el cual se recuperó completamente al tercer día del periodo de realimentación (Figura 
5C). 
En un experimento independiente, estudiamos la ingesta de alimento en un grupo de ratones en 
forma automatizada en jaulas metabólicas y encontramos que el incremento del consumo diario de 
alimento fue significativamente mayor hasta el día 5 de realimentación, datos que corroboraron los 
obtenidos con los métodos manuales de pesada. El sistema automatizado, a su vez, mostró que el 
consumo de alimento diario de ratones alimentados ad libitum ocurre principalmente durante el ciclo de 
oscuridad (86,2 ± 0,6% del consumo de alimento diario total) y que ese patrón no se modificó durante el 
estudio (Figura 6A). El consumo de alimento diario de los ratones realimentados luego de un ayuno no 
solo aumentó, sino que también cambió su patrón (Figura 6A). En este sentido, el consumo de alimento 
Figura 5: Análisis del patrón de consumo de alimento y peso corporal durante el protocolo de ayuno-
realimentación. (A y C) Cambios en el consumo de alimento y el peso corporal, respectivamente, en ratones WT 
mantenidos ad libitum con dieta estándar (n=9) o ayunados por 2 días y luego realimentados a las 10:00 hs (n=17). 
Los datos representan la media ± SEM  y fueron comparados por ANOVA de dos vías usando la prueba post-hoc 
de Bonferroni. *** p<0,001 y ** p<0,01 vs grupo alimentado el mismo día. (B) Consumo de alimento acumulativo 
entre los días 1 y 5 del periodo de realimentación. Los datos representan la media ± SEM y fueron comparados 
mediante la prueba t de Student con corrección de Welch. ****, p<0,0001 vs grupo alimentado. 




durante la fase de luz de ratones realimentados aumentó durante los primeros 6 días de realimentación 
(Figura 6B), mientras que el consumo durante la fase oscura disminuyó durante el mismo periodo (Figura 
6C), en comparación con el consumo de alimento de los animales alimentados.  
 
Figura 6: Análisis del patrón de consumo de alimento en jaulas metabólicas durante el protocolo de ayuno-
realimentación. (A) Patrón diario de alimentación monitoreado usando cajas automáticas de 
alimentación/actividad (TSE system, GmbH). Las fases de luz y oscuridad se denotaron a través de rectángulos 
blancos y oscuros, respectivamente, sobre el eje x. (B y C) Porcentajes del consumo de alimento durante la fase 
de luz y oscura, respectivamente (n=4 ratones WT alimentados y n=4 ratones WT realimentados). El periodo de 
ayuno se esquematizó a través de un rectángulo gris sobre los gráficos. Los datos representan la media ± SEM y 
fueron comparados por ANOVA de dos vías usando la prueba post-hoc de Bonferroni.  *** p<0,001, ** p<0,01 y * 
p<0,05 vs grupo alimentado el mismo día. 




De forma complementaria al monitoreo automático de los patrones de alimentación, medimos la 
actividad locomotora en los mismos animales experimentales. Los animales alimentados ad libitum 
presentaron un patrón nocturno de actividad correspondiente a un 84,2 ± 1,0 % del total de la actividad 
diaria (Figura 7A-B). Los animales que fueron ayunados y realimentados cambiaron su patrón de actividad 
locomotora, que se manifestó con un aumento de la actividad en la fase de luz (p<0,0001) sin alcanzarse 
la significancia estadística en la actividad total diaria (p=0,1202, ANOVA de dos vías con prueba post-hoc 
de Bonferroni). Finalmente, los ratones que fueron ayunados y posteriormente realimentados presentaron 
hipoactividad durante los primeros 3 días de realimentación, que se evidenció principalmente en la fase de 




Figura 7: Análisis del patrón de actividad locomotora durante el protocolo de ayuno-realimentación. Patrón 
diario de actividad locomotora monitoreado usando cajas automáticas de alimentación/actividad (TSE system, 
GmbH). Las fases de luz y oscuridad  se muestran a través de rectángulos blancos y oscuros sobre el eje x. (B y 
C) Actividad locomotora durante la fase de luz (amarillo) y oscura (gris) en el grupo alimentado y realimentado, 
respectivamente (n=4 para cada grupo). El periodo de ayuno se esquematizó a través de un rectángulo gris sobre 
los gráficos. Los datos representan la media ± SEM y fueron comparados por ANOVA de dos vías usando la 
prueba post-hoc de Bonferroni.  *** p<0,001 y ** p<0,01 vs actividad locomotora total basal. 
 




b) Influencia del balance energético negativo sobre el sistema ghrelina/GHSR 
Luego, estudiamos el impacto que genera el protocolo de ayuno-realimentación sobre los niveles 
plasmáticos de ghrelina y la expresión hipotalámica de GHSR. 
Los niveles plasmáticos de ghrelina y de DAG aumentaron 1,9 ± 0,5 y 1,8 ± 0,3 veces 
respectivamente, en animales ayunados respecto a los animales alimentados, retornando a los valores 
basales al segundo día de realimentación (Figura 8A-B). Este aumento de ghrelina durante el ayuno 
coincidió con la disminución de la glucosa y de los triglicéridos plasmáticos característicos de un ayuno 
(66,6 ± 8,1 % y 74,2 ± 8,8 % respecto al grupo alimentado, respectivamente), los cuales retornaron a los 
valores basales durante la realimentación (Figura 8C-D).  
 
Los niveles del ARNm de GHSR en micro-disecciones del ARC de animales ayunados aumentaron 
3,1 ± 0,6 veces respecto del grupo alimentado y disminuyeron nuevamente con la realimentación (Figura 
9A). Para complementar el estudio, estimamos los niveles proteicos de GHSR utilizando F-ghrelina la cual 
inyectamos ICV en la mañana del día experimental. De esta manera, el estudio con F-ghrelina nos permitió 
estimar indirectamente la presencia de GHSR. Luego de 30 minutos post-inyección, anestesiamos a los 
Figura 8: Niveles plasmáticos de ghrelina, DAG, glucosa y triglicéridos durante el protocolo de ayuno-
realimentación. (A y B) Niveles plasmáticos de ghrelina y DAG, respectivamente, evaluados por un inmuno-
ensayo enzimático especifico (n=6 para cada grupo experimental). (C y D) Niveles plasmáticos de glucosa y 
triglicéridos, respectivamente (n=6 para cada grupo experimental). Los datos representan la media ± SEM y fueron 
comparados por ANOVA de una vía usando la prueba post-hoc de Tukey. *** p<0,001, ** p<0,01, * p<0,05  vs 
grupo alimentado; c p<0,001, b p<0,01 y a p<0,05 vs grupo ayunado; # p<0,05 vs grupo 2-d realimentado. 
 




ratones, los perfundimos, extrajimos sus cerebros y los cortamos para su examen al microscopio de 
fluorescencia. A pesar de que cubrimos las muestras con medio de montaje comercial, la fluorescencia de 
la F-ghrelina decayó muy rápidamente al cabo de unos minutos hasta desaparecer por completo. Por esta 
razón, y con el fin de estabilizar la señal fluorescente y aumentar la sensibilidad del sistema realizamos 
una IHQ cromogénica contra fluoresceína y observamos la señal al microscopio óptico de campo claro. El 
análisis de unión de la F-ghrelina nos permitió distinguir la presencia de GHSR tanto en cuerpos celulares 
como en señal punteada que compatibiliza con un perfil pre-sináptico. El número de cuerpos celulares 
fluoresceína+ en el ARCvm fue similar en todos los grupos experimentales (~168 ± 20 células/sección/lado) 
no observando diferencias en cuanto al tamaño y forma de las células fluoresceína+. En cuanto a la 
densidad de señal punteada fluoresceína+ dentro del ARC, encontramos un incrementó de 3,8 ± 0,6 veces 
en los animales ayunados respecto al grupo alimentado, disminuyendo a los 2 días de realimentación pero 
permaneciendo aún elevada en comparación a la densidad de señal punteada de los animales 
alimentados. Finalmente, al cabo de 4 días de realimentación los niveles retornaron a los observados en 
el grupo de animales alimentados (Figura 9B-C). 
Figura 9: Cambios en GHSR durante el protocolo de ayuno-realimentación. (A) Valores comparativos del 
ARNm de GHSR relativo al gen de la proteína risosomal L19, en micro-disecciones de ARC obtenidos de cada 
grupo experimental (n=6 por grupo). (B) Análisis del número de señal punteada fluoresceína+ por unidad de área 
en el ARC de cada grupo experimental. (C) Microfotografías representativas de la señal fluoresceína+ en 
secciones coronales del ARC  de ratones WT inyectados ICV con F-ghrelina que fueron sujetas a una IHQ contra 
fluoresceína (señal negro/violeta) (n=4-7 por grupo). El inserto muestra a mayor magnificación la zona marcada 
en la imagen de menor aumento. Las flechas y las puntas de flecha señalan los somas y puntos fluoresceína+, 
respectivamente. Barras de escala: 100 y 10 µm para las imágenes de baja y alta magnificación, respectivamente. 
Los datos representan la media ± SEM y fueron comparados por ANOVA de una vía usando la prueba post-hoc 
de Tukey. *** p<0,001, ** p<0,01 y * p<0,05 vs grupo alimentado; c p<0,001, b p<0,01 y a p<0,05 vs grupo ayunado. 
 




c) Influencia del balance energético negativo sobre los principales neuropéptidos del ARC 
Las neuronas NPY/AgRP expresan altos niveles de GHSR y son un blanco clave en la señalización 
de la ghrelina. Por lo tanto, evaluamos si el ayuno induce cambios en la biosíntesis de los principales 
neuropéptidos del ARC.  
Los niveles de ARNm de NPY en micro-disecciones del núcleo ARC aumentaron 11,1 ± 2,9 veces 
en ratones ayunados en comparación con los ratones alimentados. Luego de 2 días de realimentación, los 
niveles de ARNm de NPY continuaron 6,4 ± 1,1 veces elevados respecto el grupo alimentado, mientras 
que a los 4 días de realimentación estos niveles retornaron a los valores basales (Figura 10A). En cuanto 
a la inmuno-reactividad para NPY, observamos que la mayoría de la señal-IR presentó una localización 
dendrítica, observándose muy pocos cuerpos neuronales en el ARC de un animal alimentado. Sin 
embargo, el número de células NPY+ incrementó 46,4 ± 4,3 veces en el ARC de los animales ayunados 
respecto al grupo alimentado y luego comenzó a disminuir paulatinamente a los 2 y 4 días de 
realimentación respecto del grupo ayunado, aunque permaneciendo 23,5 ± 3,7 y 7,7 ± 1,4 veces elevado, 
respectivamente, respecto de los valores observados en el grupo alimentado (Figura 10B-C). Luego de 6 
días de realimentación, el número de células NPY+ en el ARC fue similar al cuantificado en el grupo de 
animales alimentados. Adicionalmente, los niveles de ARNm de AgRP en micro-disecciones del núcleo 
ARC aumentaron 11,3 ± 2,3 veces en animales ayunados en comparación con los animales alimentados, 
los cuales luego de 2 días de realimentación, continuaron 3,6 ± 0,7 veces elevados respecto el grupo 
alimentado, retornando a los valores basales a los 4 días de realimentación. 
 
 





Aunque las neuronas POMC no expresan GHSR, la ghrelina tendría un efecto inhibitorio indirecto 
sobre estas neuronas a través de la liberación local de GABA de las neuronas NPY/AgRP (Cowley et al., 
2003, Yu et al., 2017). Por lo tanto, evaluamos la producción de POMC en el protocolo de ayuno-
realimentación utilizado. Los niveles de ARNm y el número de células POMC+ en el ARC disminuyeron 
0,5 ± 0,1 y 0,5 ± 0,1 veces, respectivamente, en los ratones ayunados respecto de los alimentados, y 




Figura 10: Niveles de NPY en el ARC luego de un evento de ayuno. (A) Valores comparativos del ARNm de 
NPY relativo al gen de la proteína ribosomal L19 en micro-disecciones de ARC obtenidos de cada grupo 
experimental (n=6 por grupo). (B) Análisis cuantitativo del número de células NPY+ en el ARC de cada grupo 
experimental (n=5-8 por grupo). (C) Microfotografías representativas de secciones coronales de ARC de ratones 
pertenecientes a cada grupo experimental sujetos a una IHQ contra NPY. El inserto muestra a mayor magnificación 
la zona marcada en la imagen de menor aumento. Las flechas marcan las células NPY+. Barras de escala: 100 y 
10 µm para las imágenes de baja y alta magnificación, respectivamente. Los datos representan la media ± SEM y 
fueron comparados por ANOVA de una vía usando la prueba post-hoc de Tukey y Games–Howell, respectivamente. 








Figura 11: Niveles de POMC en el ARC luego de un evento de ayuno. (A) Valores comparativos del ARNm de 
POMC relativo al gen de la proteína ribosomal L19 en micro-disecciones de ARC obtenidos de cada grupo 
experimental (n=6 por grupo). (B) Análisis cuantitativo del número de células POMC+ en el ARC de cada grupo 
experimental (n=5-8 por grupo). (C) Microfotografías representativas de secciones coronales de ARC de ratones 
pertenecientes a cada grupo experimental sujetos a una IHQ contra POMC. El inserto muestra a mayor 
magnificación la zona marcada en la imagen de menor aumento. Las flechas marcan las células POMC+. Barras 
de escala: 100 y 10 µm para las imágenes de baja y alta magnificación, respectivamente. Los datos representan 
la media ± SEM y fueron comparados por ANOVA de una vía usando la prueba post-hoc de Tukey. ** p<0,01, * 
p<0,05 vs grupo alimentado. 




d) Implicancia de la señalización del sistema ghrelina/GHSR en las respuestas hiperfágicas 
compensatorias observadas luego de un ayuno 
Para estudiar la implicancia de la señalización del sistema ghrelina/GHSR en la hiperfagia 
compensatoria observada luego de un ayuno, utilizamos dos estrategias complementarias: una genética, 
utilizando ratones deficientes de GHSR (GHSR(-/-)) y ratones knock-out para ghrelina (ghrelina KO), y una 
farmacológica, utilizando ratones WT tratados con moduladores específicos de la actividad de GHSR.  
El consumo de alimento diario de los ratones GHSR(-/-) realimentados luego de un ayuno aumentó 
significativamente y se mantuvo elevado hasta el quinto día del periodo de realimentación al igual que lo 
observado anteriormente en animales WT bajo el mismo protocolo (Figura 12A). Sin embargo, el consumo 
de alimento acumulado entre el día 1 y 5 de realimentación disminuyó un 14,4 ± 3,5 % respecto de sus 
hermanos WT (Figura 12B). Los pesos corporales de los animales GHSR(-/-) y WT no difirieron a lo largo 
del experimento (Figura 12C).  
 
Posteriormente estudiamos si ocurren cambios en los valores del marcador de activación neuronal 
c-Fos y la biosíntesis de los principales neuropéptidos del ARC en este modelo genético. El número de 
células c-Fos+ en el ARC de animales GHSR(-/-) ayunados fue 2,6 ± 0,2 veces menor respecto del número 
de células c-Fos+ en el ARC de animales WT ayunados, los cuales a su vez presentaron un aumento de 
11,5 ± 1,0 veces respecto a su control alimentado (Figura 13A-B). De la misma manera, el número de 
células NPY+ en el ARC de animales GHSR(-/-) ayunados fue 2,4 ± 0,2 veces menor respecto del hallado 
en el ARC de sus hermanos WT ayunados (Figura 13C-D), mientras que el número de células POMC+ 
Figura 12: Implicancia de la señalización del sistema ghrelina/GHSR en las respuestas compensatorias 
hiperfágicas observadas luego de un ayuno. (A y C) Cambios en el consumo de alimento y peso corporal, 
respectivamente, de ratones WT (n=15) y GHSR(-/-) (n=11) durante el protocolo de ayuno-realimentación descrito 
en la Figura 4 de la sección “Materiales y Métodos”. Los datos representan la media ± SEM y fueron comparados 
por ANOVA de dos vías. (B) Consumo de alimento acumulativo entre los días 1 y 5 del periodo de realimentación 
de ratones WT y GHSR(-/-), respectivamente. Los datos representan la media ± SEM y fueron comparados 
mediante la prueba t de Student con corrección de Welch. ** p<0,01 vs animales WT.  




disminuyó durante el ayuno de igual forma independientemente de la presencia de GHSR (Figura 13E-F).    
 
 
De manera complementaria, cruzamos ratones de la cepa NPY-GFP (van den Pol et al., 2009) con 
animales GHSR(-/-) generando animales GHSR(-/-)/NPY-GFP. El número de células GFP+ en el ARC de 
estos animales no se modificó con el ayuno ni con el genotipo (Figura 14A-B). Posteriormente, estimamos 
la actividad transcripcional de NPY a través de la cuantificación de la intensidad de señal GFP+ en el ARC, 
aumentando 3,23 ± 0,24 veces y 1,66 ± 0,30 veces en los animales NPY-GFP y GHSR(-/-)/NPY-GFP 
ayunados, respectivamente, en comparación con sus respectivos grupos alimentados (Figura 14C). 
Figura 13: Implicancia de la señalización del sistema ghrelina/GHSR en la activación neuronal y en los 
niveles de NPY y POMC del ARC luego de un ayuno. (A) Análisis cuantitativo del número de células c-Fos+ en 
el ARC de cada grupo experimental (n=4-7). ANOVA de dos vías. Interacción: F(1,19)=7,908, p=0,0111. (C) 
Análisis cuantitativo del número de células NPY+ en el ARC de cada grupo experimental (n=5-7). ANOVA de dos 
vías. Interacción: F(1,20)=20,27, p=0,0002. (E) Análisis cuantitativo del número de células POMC+ en el ARC de 
cada grupo experimental (n=4-7). ANOVA de dos vías. Interacción: F(1,17)=1,648, n.s. Genotipo: F(1,17)=0,4529, 
n.s. Condición experimental: F(1,17)=65,45, p<0,0001.  Los datos representan la media ± SEM. Análisis post-hoc 
de Bonferroni. *** p<0,001, ** p<0,01 vs igual genotipo, distinta condición. c p<0,001, b p<0,01 vs igual condición, 
diferente genotipo. (B, D, F) Microfotografías representativas de secciones coronales de ARC de ratones 
pertenecientes a cada grupo experimental sujetos a una IHQ contra c-Fos, NPY y POMC, respectivamente. El 
inserto muestra a mayor magnificación la zona marcada en la imagen de menor aumento. Las flechas marcan las 
células-IR para NPY y POMC, respectivamente. Barras de escala: 100 y 10 µm para las imágenes de baja y alta 
magnificación, respectivamente.  





Dado que las neuronas NPY del ARC co-expresan AgRP, podemos plantear la hipótesis que la 
expresión de ambos neuropéptidos podría estar regulada en paralelo durante el ayuno. Por lo tanto, 
cuantificamos AgRP en animales WT y GHSR(-/-) ayunados. El número de células AgRP+ aumentó 10,1 
± 1,0 veces en animales WT ayunados respecto de su grupo control alimentado, mientras que no se 
encontró un aumento significativo en el número de células AgRP+ en el ARC de los animales GHSR(-/-)  







Figura 14: Implicancia de la señalización del sistema ghrelina/ GHSR en los niveles de NPY-GFP en el ARC 
luego de un evento de ayuno. (A) Microfotografías representativas de la señal fluorescente verde GFP+ de 
secciones coronales de ARC de ratones NPY-GFP y GHSR(-/-)/NPY-GFP alimentados y ayunados, 
respectivamente. La tinción azul corresponde al Höescht, utilizado para marcar los núcleos celulares. El inserto 
muestra a mayor magnificación la zona marcada en la imagen de menor aumento. Las flechas marcan las células 
GFP+. Barras de escala: 100 y 20 µm para las imágenes de baja y alta magnificación, respectivamente. (B) Análisis 
cuantitativo del número de células GFP+ en el ARC de cada grupo experimental (n=4-8). ANOVA de dos vías. 
Interacción: F(1, 9)=0,9534, n.s. Genotipo: F(1, 9)=0,4057, n.s. Condición experimental: F(1, 9)=3,057, n.s. (C) 
Análisis cuantitativo de la intensidad de señal fluorescente GFP+ en el ARC de cada grupo experimental (n=4-8). 
ANOVA de dos vías. Interacción: F(1, 13)=3,037, n.s. Genotipo: F(1, 13)=0,1122, n.s. Condición experimental:  
F(1, 13)=20,42, p=0,0006. Los datos representan la media ± SEM. Análisis post-hoc de Bonferroni. ** p<0,01 vs 
igual genotipo, distinta condición. 





Hasta aquí, los resultados nos indicarían que el aumento de la actividad del sistema ghrelina/GHSR 
es necesario para que la hiperfagia compensatoria se manifieste completamente luego de un ayuno. Ahora 
bien, para intentar discernir si este aumento de la señalización se debe al aumento de ghrelina en plasma 
o al aumento de la señalización constitutiva de GHSR por el incremento de su expresión en el ARC, 
estudiamos la respuesta a un protocolo de ayuno-realimentación de animales ghrelina-KO y de ratones 
WT tratados con moduladores de la actividad de GHSR.  Para los experimentos de bloqueo farmacológico 
utilizamos dos antagonistas específicos de GHSR (JMV-2959 y [D-Lys3]-GHRP-6), que bloquean la 
actividad evocada por la ghrelina, y un compuesto que además de ser antagonista posee actividad de 
agonista inverso (K-(D-1-Nal)-FwLL-NH2), es decir, que bloquea la señalización del receptor 
independientemente de la ghrelina. La elección de las dosis utilizadas se basó en estudios previos que 
muestran su efectividad farmacológica como así también estudios propios realizados en nuestro 
laboratorio (ver sección de “Materiales y Métodos”). Las dosis testeadas de JMV-2959 y [D-Lys3]-GHRP-
6 redujeron la ingesta de alimento respecto de la inducida por la administración central de ghrelina en un 
72,0 ± 5,0 % (p<0,0001) y un 42,4 ± 4,0 % (p<0,001). Mientras que la dosis testeada de K-(D-1-Nal)-FwLL-
NH2: 1) reduce la ingesta nocturna durante la primera fase del período de oscuridad (de 18:00 a 23:00 hs) 
en ratones alimentados ad libitum cuando se administra la droga a las 18:00 hs (160,0 ± 41,3 mg vs 595,0 
± 71,7 mg en los animales inyectados con vehículo, p<0,001), y 2) reduce la ingesta inducida por 
Figura 15: Implicancia de la señalización del sistema ghrelina/GHSR en los niveles de AgRP en el ARC 
luego de un evento de ayuno. (A) Microfotografías representativas de la señal fluorescente roja de secciones 
coronales de ARC de ratones WT y GHSR(-/-) alimentados y ayunados, respectivamente, sujetas a una IHQ contra 
AgRP. La tinción azul corresponde al Höescht, utilizado para marcar los núcleos celulares. El inserto muestra a 
mayor magnificación la zona marcada en la imagen de menor aumento. Las flechas marcan las células AgRP+. 
Barras de escala: 100 y 20 µm para las imágenes de baja y alta magnificación, respectivamente. (B) Análisis 
cuantitativo del número de células AgRP+ en el ARC de cada grupo experimental (n=5-7). Los datos representan 
la media ± SEM y fueron comparados por ANOVA de dos vías. Interacción: F(1, 18)=10,06, p=0,0053. Análisis 
post-hoc de Bonferroni. *** p<0,001 vs igual genotipo, distinta condición. c p<0,001 vs igual condición, diferente 
genotipo. 




administración central de ghrelina en un 81,0 ± 5,6 %, p<0,0001. Además, esta dosis no afectó la ingesta 
nocturna de ratones GHSR(-/-). 
En este experimento realizamos las inyecciones cada 8-hs vía ICV durante el ayuno, comenzando 
a las 16:00 hs del primer día de ayuno y finalizando a las 8:00 hs del segundo día, recibiendo en total 6 
inyecciones cada animal. Posteriormente los realimentamos y evaluamos la ingesta diaria de alimento y el 
peso corporal. Recurrimos a este protocolo de inyecciones seriadas para manipular al sistema durante la 
totalidad del periodo de ayuno. En estos experimentos encontramos que los animales ghrelina-KO (Figura 
16A-B) y los animales WT tratados ICV con JMV-2959 o [D-Lys3]-GHRP-6 (Figura 16C-D) consumieron 
una cantidad de alimento similar durante la realimentación a la de los grupos controles de cada caso. El 
consumo de alimento diario de animales salvajes tratados ICV durante el ayuno con K-(D-1-Nal)-FwLL-
NH2 también aumentó durante la realimentación; sin embargo, el consumo acumulado durante estos días 
disminuyó un 14,8 ± 3,8% respecto del grupo control tratado con vehículo (Figura 16E-F).  
Figura 16: Estrategias genéticas y farmacológicas para estudiar el efecto de la actividad constitutiva o de la 
actividad ligando-evocada de GHSR en las respuestas hiperfágicas compensatorias observadas luego de 
un ayuno. (A, C y E) Cambios en el consumo de alimento de ratones WT (n=7) y ratones ghrelina-KO (n=4); ratones 
WT tratados ICV con vehículo (n=7) o con los antagonistas de GHSR [D-Lys3]-GHRP-6 (n=5) o JMV-2959 (n=8); y 
ratones WT tratados con vehículo (n=12) o con agonista inverso K-(D-1-Nal)-FwLL-NH2 (n=13), respectivamente. 
Los ratones fueron ayunados y realimentados como se describe en la Figura 4 de la sección “Materiales y Métodos”. 
Los datos representan la media ± SEM y fueron comparados por ANOVA de dos vías. a, p<0.05 vs WT en el mismo 
día experimental. (B, D y F) Consumo de alimento acumulativo durante los primeros 5 días de realimentación de 
ratones WT o ghrelina-KO; de ratones WT tratados ICV con vehículo, [D-Lys3]-GHRP-6 o JMV-2959; y ratones WT 
tratados con vehículo o K-(D-1-Nal)-FwLL-NH2, respectivamente. Los datos representan la media ± SEM y fueron 
comparados mediante la prueba t con corrección de Welch. **, p<0.01 vs ratones WT tratados ICV con vehículo.  




En un grupo independiente de ratones salvajes tratados con K-(D-1-Nal)-FwLL-NH2 o vehículo 
durante el periodo de ayuno, estudiamos el número de células NPY+, AgRP+ y c-Fos+ en el ARC. Los 
animales tratados con K-(D-1-Nal)-FwLL-NH2 mostraron un número de células menor tanto para NPY como 
para AgRP y una menor activación neuronal por la evaluación de c-Fos, en comparación con los animales 
tratados con vehículo (Figura 17A-F). Por lo tanto, los estudios llevados a cabo utilizando tanto 
herramientas genéticas como farmacológicas nos sugieren que la señalización del sistema ghrelina/GHSR 
es necesaria para desarrollar una hiperfagia compensatoria completa posterior a un ayuno. 
Figura 17: Efecto del péptido K-(D-1-Nal)-FwLL-NH2 en la activación neuronal y los niveles de NPY y AgRP 
del ARC luego de un ayuno. (A, C y E) Análisis cuantitativo del número de células NPY+, AgRP+ y c-Fos+ en el 
ARC de ratones WT tratados con vehículo o K-(D-1-Nal)-FwLL-NH2, respectivamente (n=6). Los datos representan 
la media ± SEM y fueron comparados mediante la prueba t de Student con corrección de Welch. **, p<0.01 y *, 
p<0.05 vs ratones WT tratados ICV con vehículo. (B, C y F) Microfotografías representativas de secciones coronales 
de ARC de ratones tratados ICV con vehículo o K-(D-1-Nal)-FwLL-NH2 durante el ayuno sujetas a una IHQ contra 
NPY, AgRP y c-Fos, respectivamente. El inserto muestra a mayor magnificación la zona marcada en la imagen de 
menor aumento. Las flechas marcan las células NPY+ y AgRP+. Barras de escala: 100 y 10 µm para las imágenes 














CAPÍTULO 2                                                                                   
ESTUDIO DEL ROL MODULADOR DE LA SEÑALIZACIÓN DEL 
SISTEMA GHRELINA/GHSR EN LA ACTIVACIÓN DE LAS NEURONAS 















a) Estudio de la activación de las neuronas CRF hipofisiotrópicas en una condición de ayuno 
 Como mencionamos previamente, nuestro laboratorio ha mostrado que la administración de 
ghrelina activa las neuronas hipofisiotrópicas productoras de CRF y que dichas neuronas carecen de 
GHSR. Dado que en situaciones de déficit energético el eje HHA se activa y tanto los niveles de ghrelina 
en plasma como los niveles de GHSR hipotalámico aumentan, en este segundo Capítulo de Tesis Doctoral 
estudiamos si dicho aumento en la señalización del sistema ghrelina/GHSR endógeno media la activación 
de las neuronas CRF hipofisiotrópicas ante un evento de ayuno. Para esto, perfundimos ratones WT 
alimentados o ayunados, extrajimos sus cerebros, los cortamos y realizamos una IHQ contra CRF en una 
de las series de las secciones obtenidas. En ambos grupos experimentales encontramos que las neuronas 
CRF+ se localizan en todo el eje rostral-caudal del NPV, con un enriquecimiento de las mismas en la parte 
compacta del nivel medial del núcleo. Por otro lado, encontramos que el número de células CRF+ en el 
NPV de animales ayunados fue de 98,3 ± 3,8 células/sección/lado, aumentando 2,2 ± 0,1 veces respecto 
a las cuantificadas en los animales alimentados (Figura 18A-B). Posteriormente, estimamos la activación 
transcripcional de las neuronas CRF+ inducida por ayuno realizando IHQ dobles contra c-Fos y CRF en 
otra serie de las secciones de los mismos cerebros. El análisis cuantitativo indicó que un 82,3 ± 5,8 % de 
las células CRF+ en los animales ayunados fueron c-Fos+, mientras que no hubo células CRF+/c-Fos+ en 
el NPV de los animales alimentados (Figura 18C-D). En un experimento independiente, sacrificamos otro 
grupo de animales alimentados y ayunados para estudiar los niveles de corticosterona en plasma, 
encontrando un aumento de 3,7 ± 0,3 veces en los animales ayunados respecto de los niveles encontrados 
en los animales control (26,6 ± 2,2 y 7,1 ± 0,6 ng/ml, respectivamente, p<0,001). En conjunto, estos 
resultados indican que las neuronas CRF hipofisiotrópicas se activan durante el ayuno de 48 hs.  
.  










b) Estudio de las inervaciones del NPV en una condición de ayuno 
El NPV está fuertemente regulado por inervaciones provenientes del ARC, uno de los principales 
núcleos orquestadores del balance energético de los organismos. Dado que las neuronas NPY/AgRP del 
ARC inervan y activan a las neuronas CRF del NPV (Dimitrov et al., 2007), en el presente objetivo 
analizamos si las aferencias del ARC al NPV cambian con el ayuno. 
En primer lugar, realizamos una IHQ contra NPY en secciones de cerebro de ratones alimentados 
ad libitum o ayunados y estimamos la inmuno-reactividad en el NPV. Los resultados indicaron que la 
intensidad de señal NPY+ aumentó 2,1 ± 0,2 veces en los animales ayunados respecto del grupo control 
alimentado (Figura 19A-B). Estos datos correlacionan con el incremento tanto de los niveles del ARNm 











Dado que NPY no solo se produce en el ARC, realizamos una IHQ contra AgRP en otra serie de las 
secciones de cerebro de los mismos ratones. Es importante destacar que la producción de AgRP se 
encuentra restringida al ARC y, por lo tanto, da una estimación más certera de las inervaciones de las 
neuronas NPY/AgRP del ARC al NPV. Al realizar los análisis cuantitativos en microfotografías de alta 
magnificación, tanto la intensidad como la densidad de señal AgRP+ aumentaron 1,58 ± 0,07 y  2,36 ± 
0,25 veces, respectivamente, en los animales ayunados respecto de los alimentados (Figura 20A-C). 
Adicionalmente, los cálculos de la densidad integrada en estas mismas secciones mostraron un aumento 
Figura 19: Intensidad de señal  NPY+ en el NPV. (A) Microfotografías representativas de la señal NPY+ en 
secciones coronales del NPV de ratones alimentados y ayunados, respectivamente, sujetas a una IHQ contra NPY 
(señal violeta/negro) (n=4-6 por grupo). Barras de escala: 100 µm. (B) Análisis cuantitativo de la intensidad de 
señal NPY+ en el NPV. Los datos representan la media ± SEM y fueron comparados mediante la prueba t de 
Student con corrección de Welch. * p<0,05 vs animales alimentados. 
 
 
Figura 18: Activación de las neuronas CRF hipofisiotrópicas durante el ayuno. (A) Microfotografías 
representativas de la señal CRF+ en secciones coronales del NPV de ratones alimentados y ayunados, 
respectivamente, sujetas a una IHQ contra CRF (señal amarronada). El inserto muestra a mayor magnificación la 
zona marcada en la imagen de menor aumento. Las flechas marcan las células CRF+. (B) Análisis cuantitativo del 
número de células CRF+ en el NPV de cada grupo experimental (n=4-6 por grupo). (C) Microfotografías 
representativas de la señal CRF+/c-Fos+ en secciones coronales del NPV de ratones alimentados y ayunados, 
respectivamente, sujetas a una IHQ doble contra CRF (señal amarronada) y c-Fos (señal negro/violeta). El inserto 
muestra a mayor magnificación la zona marcada en la imagen de menor aumento. Las flechas marcan las células 
c-Fos+/CRF+, mientras que las puntas de flecha marcan las células c-Fos+/CRF-. (D) Análisis cuantitativo del 
porcentaje de células CRF+/c-Fos+ en el NPV de cada grupo experimental (n=6 por grupo). Los datos representan 
la media ± SEM y fueron comparados mediante la prueba t de Student con corrección de Welch. **** p<0,0001 y 
** p<0,01 vs animales alimentados. 




más notorio en los animales ayunados (Figura 20D). 
 
En contraposición a lo que ocurre en las neuronas NPY/AgRP del ARC, durante el ayuno disminuye 
la biosíntesis de POMC resultando en una menor visualización de células correspondientes a este fenotipo 
neuronal en el ARC (Figura 11A-C). Por lo tanto, utilizamos secciones de cerebro de ratones alimentados 
o ayunados para realizar una IHQ contra POMC y estimar la inmuno-reactividad en el NPV. Los resultados 
nos indicaron que la condición de ayuno no afectó las inervaciones de POMC al NPV. 
El aumento en la intensidad y la densidad de las fibras AgRP+ en el NPV observado en el ayuno 
puede deberse a un aumento de la biosíntesis de neuropéptido per se, que comienza a detectarse en 
fibras provenientes del ARC pre-existentes, o a la presencia de nuevas inervaciones desde el ARC. Con 
el fin de discriminar entre estas dos posibilidades, recurrimos a la cepa de ratón NPY-GFP. A diferencia 
del número de neuronas AgRP+ en el ARC, el número de neuronas GFP+ no difiere entre ratones NPY-
GFP alimentados y ayunados, encontrándose solamente un aumento en la intensidad de señal GFP+ en 
este núcleo (Figura 14A-B). Esto sugiere que todas las neuronas NPY son íntegramente visualizadas en 
dichos animales, independientemente si están alimentados o ayunados. Basado en esto, los análisis 
correspondientes en el NPV de animales NPY-GFP indicaron que tanto la intensidad como la densidad de 
señal GFP+ aumentaron en los animales ayunados en comparación con el grupo alimentado (2,43 ± 0,12 
y 1,69 ± 0,17 veces, respectivamente) (Figura 21A-C), sugiriendo un aumento en la cantidad de nuevas 
Figura 20: Intensidad, densidad y densidad integrada de la señal AgRP+ en el NPV. (A) Microfotografías 
representativas de la señal AgRP+ en secciones coronales del NPV de ratones alimentados y ayunados, 
respectivamente, sujetas a una IHQ fluorescente contra AgRP. La tinción azul corresponde al Höescht, utilizado 
para marcar los núcleos celulares. El inserto muestra a mayor magnificación la zona marcada en la imagen de 
menor aumento. Barras de escala: 100 y 10 µm para las imágenes de baja y alta magnificación, respectivamente. 
(B, C y D) Análisis cuantitativo de la intensidad, densidad y densidad integrada de la señal AgRP+ en el NPV, 
respectivamente (n=4 por grupo). Los datos representan la media ± SEM y fueron comparados mediante la prueba 
t de Student con corrección de Welch. * p<0,05 vs animales alimentados. 




inervaciones de las neuronas NPY/AgRP hacia el NPV en el ayuno. 
 
c) Estudio de la implicancia de la integridad del núcleo ARC en la activación de las neuronas 
CRF y los cambios en las inervaciones de las neuronas NPY/AgRP al NPV 
Dado que durante el ayuno la activación de las neuronas CRF hipofisiotrópicas correlaciona con un 
incremento de las inervaciones NPY/AgRP procedentes del ARC, estudiamos la posible implicancia de 
este núcleo en la activación de las neuronas CRF en respuesta al ayuno. Para llevar a cabo este estudio, 
utilizamos ratones macho de 7 a 9 semanas de edad con una lesión neurotóxica del ARC.  En este estudio, 
resultó sumamente importante respetar la edad experimental para evitar anormalidades del balance 
energético. En efecto, la lesión del ARC no afectó el peso corporal (22,00 ± 0,87 vs 22,29 ± 0,77 g en 
ratones con el ARC-intacto) ni el consumo nocturno de alimento (3,39 ± 0,21 vs 3,60 ± 0,39 g en ratones 
ARC-intacto) a la edad en estudio. En primer lugar, evaluamos la extensión de la lesión mediante una 
coloración de Nissl la cual determinó que el glutamato monosódico produjo una lesión específica en el 
ARC, manteniéndose intacta la morfología del NPV y demás áreas cerebrales. En el análisis cuantitativo 
de la coloración de Nissl encontramos que los ratones tratados con glutamato monosódico presentaron 
Figura 21: Intensidad y densidad de señal GFP+ en el NPV. (A) Microfotografías representativas de la señal 
fluorescente verde GFP+ de secciones coronales de NPV de ratones NPY-GFP alimentados y ayunados, 
respectivamente. La tinción azul corresponde al Höescht, utilizado para marcar los núcleos celulares. El inserto 
muestra a mayor magnificación la zona marcada en la imagen de menor aumento. Barras de escala: 100 y 10 µm 
para las imágenes de baja y alta magnificación, respectivamente. (B y C) Análisis cuantitativo de la intensidad y 
de la densidad de señal GFP+ en el NPV, respectivamente (n=7-8). Los datos representan la media ± SEM y 
fueron comparados mediante la prueba t de Student con corrección de Welch. * p<0,05 vs animales NPY-GFP 
alimentados. 




una disminución  del número de células en el ARC (19,06 ± 3,50 % respecto del valor de animales con 



















Luego, cuantificamos la cantidad de células AgRP+ en el ARC de ambos grupos experimentales 
ayunados, encontrando una disminución del 89,35 ± 4,98 % en la cantidad de células AgRP+ en los 
animales con el ARC-lesionado respecto a las cuantificadas en los animales con el ARC-intacto. A su vez, 
y tal como se había mostrado en el Capítulo 1 de esta Tesis Doctoral, los animales con el ARC-intacto 
ayunados mostraron un aumento en el número de células AgRP+ de 12,28 ± 1,56 veces respecto a su 
grupo control alimentado. Por otro lado, no se encontraron diferencias significativas entre ambos grupos 





Figura 22: Tinción de Nissl del NPV y ARC de animales con el ARC-intacto y -lesionado. (A) Microfotografías 
representativas de secciones de cerebro de animales con el ARC-intacto y el ARC-lesionado sometidas a una 
tinción de Nissl. Los paneles superiores muestran el núcleo NPV y los inferiores el núcleo ARC. Barra de escala: 
100μm. (B y C) Análisis cuantitativo del número de células del NPV y del ARC, respectivamente (n=7 por grupo). 
Los datos representan la media ± SEM y fueron comparados mediante la prueba t de Student con corrección de 
Welch. *** p<0,001 vs animales con el ARC-intacto. 





Posteriormente, analizamos las aferencias AgRP+ al NPV en estos mismos grupos experimentales, 
encontrando una disminución del 56,1 ± 4,4 % y del 75,3 ± 4,6 % en la intensidad y área de la señal AgRP+ 
en el NPV de los animales con el ARC-lesionado ayunados respecto de los animales con el ARC-intacto 
ayunados, respectivamente, no difiriendo entre ambos grupos alimentados. Además, el parámetro 
asociado a la densidad integrada en los animales con el ARC-intacto ayunados aumentó 4,73 ± 0,86 veces 
respecto a la obtenida en su grupo control alimentado, el cual no difirió de ambos grupos experimentales 
con el ARC-lesionado (Figura 24A-D). Por lo tanto, la lesión del ARC reduce el número de células AgRP+ 
en el ARC y sus aferencias al NPV, validando nuevamente la lesión realizada. 
 
 
Figura 23: Número de células AgRP+ en el ARC de animales con el ARC-intacto y –lesionado. (A) 
Microfotografías representativas de la señal roja fluorescente de secciones coronales de ARC de ratones con el 
ARC-intacto y el ARC-lesionado sometidos o no a un ayuno, respectivamente, las cuales fueron sujetas a una IHQ 
contra AgRP. La tinción azul corresponde al Höescht, utilizado para marcar los núcleos celulares. El inserto 
muestra a mayor magnificación la zona marcada en la imagen de menor aumento. Las flechas marcan las células 
AgRP+. Barras de escala: 100 y 10 µm para las imágenes de baja y alta magnificación, respectivamente. (B) 
Análisis cuantitativo del número de células AgRP+ en el ARC de cada grupo experimental (n=3-7 por grupo). Los 
datos representan la media ± SEM y fueron comparados por ANOVA de dos vías. Interacción: F(1,13)=12,79, 
p=0,0034. Análisis post-hoc de Tukey. **** p<0,0001 vs igual tratamiento, distinta condición, d p<0,0001 vs igual 
condición, distinto tratamiento. 






Para determinar si las neuronas del ARC median la activación neuronal del NPV inducida por ayuno, 
evaluamos c-Fos en ambos núcleos hipotalámicos en ratones con el ARC-lesionado o -intacto sometidos 
o no a un ayuno. El análisis cuantitativo indicó que los animales con el ARC-lesionado ayunados 
presentaron una disminución del 86,7 ± 8,7 % y 94,6 ± 1,6 % en el número de células c-Fos+ en el NPV y 
en el ARC, respectivamente, en comparación con los animales con el ARC-intacto ayunados, no 








Figura 24: Intensidad, densidad y densidad integrada de señal AgRP+ en el NPV de animales con el ARC-
intacto y –lesionado. (A) Microfotografías representativas de la señal roja fluorescente de secciones coronales 
de NPV de ratones WT con el ARC-intacto y el ARC-lesionado sometidos o no a un ayuno, respectivamente, las 
cuales fueron sujetas a una IHQ contra AgRP (n=4-7 por grupo). La tinción azul corresponde al Höescht, utilizado 
para marcar los núcleos celulares. El inserto muestra a mayor magnificación la zona marcada en la imagen de 
menor aumento. Barras de escala: 100 y 10 µm para las imágenes de baja y alta magnificación, respectivamente. 
(B) Análisis cuantitativo de la intensidad de la señal AgRP+ en el NPV. ANOVA de dos vías. Interacción: 
F(1,15)=3,481, n.s. Tratamiento: F(1,15)=2,819, n.s. Condición experimental: F(1,15)=2,662, n.s. (C) Análisis 
cuantitativo del área de señal AgRP+ en el NPV. ANOVA de dos vías. Interacción: F(1, 17)=5,476, p= 0,0317. (D) 
Análisis cuantitativo de la densidad integrada de señal AgRP+ en el NPV. ANOVA de dos vías. Interacción: F(1, 
18)=5,553, p=0,0300. Los datos representan la media ± SEM. Análisis post-hoc de Tukey. ** p<0,01, * p<0,05 vs 
igual tratamiento, distinta condición; c p<0,001, b p<0,01 y a p<0,01 vs igual condición, distinto tratamiento. 





Luego, estudiamos si los animales con el ARC-lesionado presentan cambios en el nivel de señal 
inmuno-reactiva para CRF en el NPV. En nuestras condiciones experimentales, el número de células CRF+ 
en el NPV de animales con el ARC-lesionado ayunados fue 1,6 ± 0,1 veces menor respecto a las 
cuantificadas en los animales con el ARC-intacto ayunados, los cuales mostraron a su vez un aumento del 
62,6 ± 5,0 % respecto a las cuantificadas en un animal con el ARC-intacto alimentado. No se encontraron 
diferencias significativas entre los animales con el ARC-lesionado de ambas condiciones experimentales 
estudiadas (Figura 26A-B). Adicionalmente, evaluamos la intensidad de señal CRF+ en el NPV de las 
mismas secciones de cerebro sometidas a IHQ usadas anteriormente. Los resultados indicaron que la 
intensidad de la señal CRF+ en el NPV de los animales con el ARC-lesionado ayunados nuevamente no 
mostró diferencias con ambos grupos alimentados, mientras que los animales con el ARC-intacto 
ayunados presentaron un aumento de 3,6 ± 0,4 veces en la intensidad CRF+ respecto de su grupo control 
Figura 25: Activación neuronal del NPV y ARC de animales con el ARC-intacto y -lesionado. (A) 
Microfotografías representativas de la señal c-Fos+ en secciones coronales del NPV y ARC de ratones con el ARC-
intacto y el ARC-lesionado sometidos o no a un ayuno, respectivamente, las cuales fueron sujetas a una IHQ contra 
c-Fos (señal negro/violeta). Los paneles superiores muestran el núcleo NPV y los inferiores el núcleo ARC. Barra 
de escala: 100μm. (B y C) Análisis cuantitativo del número de células c-Fos+ en el NPV y ARC respectivamente 
(n=4 por grupo). Los datos representan la media ± SEM y fueron comparados mediante ANOVA de dos vías. 
Interacción: NPV: F(1, 9)=15,37, p=0,0035; ARC: F(1, 10)=124,5, p<0,0001. Análisis post-hoc de Tukey. **** 
p<0,0001 y *** p<0,001 vs igual tratamiento, distinta condición; d p<0,0001 y b p<0,01 vs igual condición, distinto 
tratamiento. 
 




alimentado. (Figura 26C).  
 
d) Estudio de la implicancia de la señalización del sistema ghrelina/GHSR en la activación de 
las neuronas CRF y en los cambios de las inervaciones de las neuronas NPY/AgRP al NPV 
Hasta aquí, los resultados muestran que la integridad del núcleo ARC es necesaria para la activación 
de las neuronas CRF hipofisiotrópicas en respuesta al ayuno. Dado que las neuronas NPY/AgRP del ARC 
expresan niveles elevados de GHSR y son un blanco clave en la señalización ejercida por ghrelina, 
estudiamos particularmente la implicancia de la señalización del sistema ghrelina/GHSR en la activación 
de las neuronas CRF y las adaptaciones de las inervaciones del ARC al NPV inducidas por un ayuno de 
48 hs. Para realizar este estudio, nuevamente utilizamos dos herramientas complementarias: una genética, 
utilizando animales GHSR(-/-), y una farmacológica, utilizando animales WT tratados con un bloqueante 
de GHSR. 
Para estudiar las adaptaciones de las inervaciones del ARC al NPV durante el ayuno en animales 
GHSR(-/-), analizamos si las aferencias de las neuronas NPY/AgRP al NPV fueron afectadas durante el 
ayuno. En primer lugar, realizamos una IHQ contra NPY en secciones de cerebro de ratones WT y GHSR(-
Figura 26: Neuronas CRF del NPV de animales con el ARC-intacto y -lesionado. (A) Microfotografías 
representativas de la señal CRF+ en secciones coronales del NPV de ratones con el ARC-intacto y el ARC-
lesionado sometidos o no a un ayuno, respectivamente, las cuales fueron sujetas a una IHQ contra CRF (señal 
amarronada). El inserto muestra a mayor magnificación la zona marcada en la imagen de menor aumento. Las 
flechas marcan las células CRF+. (B) Análisis cuantitativo del número de células CRF+ en el NPV de cada grupo 
experimental (n=4 por grupo). ANOVA de dos vías. Interacción: F(1,20)=5,409, p=0,0307. (C) Análisis cuantitativo 
de la intensidad de señal CRF+ en el NPV de cada grupo experimental (n=4 por grupo). Los datos representan la 
media ± SEM y fueron comparados mediante ANOVA de dos vías. Interacción: F(1,17)= 5,781, p=0,0279. Análisis 
post-hoc de Tukey. ** p<0,01 vs igual tratamiento, distinta condición; b p<0,01 vs igual condición, distinto 
tratamiento. 
 




/-) expuestos o no a un ayuno y estimamos la inmuno-reactividad en el NPV. Los animales GHSR(-/-) 
alimentados presentaron niveles de intensidad de señal NPY+ similares a los animales WT ayunados, y 
no encontramos diferencias durante el ayuno en animales pertenecientes a este genotipo (Figura 27A-B).  
 
Posteriormente, analizamos la intensidad de señal fluorescente y la densidad de fibras AgRP+ en el 
NPV en una segunda serie de las secciones de cerebro de los mismos ratones utilizados anteriormente. 
Al realizar los análisis cuantitativos, los animales GHSR(-/-) alimentados presentaron valores de 
intensidad, densidad y densidad integrada de la señal AgRP+ elevados, no encontrándose diferencias con 
los hallados en los animales WT ayunados (Figura 28A-D).  
Figura 27: Intensidad de señal  NPY+ en el NPV de animales WT y GHSR(-/-) durante el ayuno. (A) 
Microfotografías representativas de la señal NPY+ en secciones coronales del NPV de ratones WT y GHSR(-/-) 
sometidos o no a un ayuno, respectivamente, sujetas a una IHQ contra NPY (señal violeta/negro) (n=4-6 por 
grupo). Barras de escala: 100 µm. (B) Análisis cuantitativo de la intensidad de señal NPY+ en el NPV. Los datos 
representan la media ± SEM y fueron comparados mediante ANOVA de dos vías. Interacción: F(1,17)=8,011, 
p=0,0115. Análisis post-hoc de Tukey. * p<0,05  vs igual genotipo, distinta condición 
 





De manera complementaria, utilizamos ratones GHSR(-/-)/NPY-GFP, en los que analizamos tanto 
la intensidad como la densidad de fibras GFP+ en el NPV. De manera similar a los resultados obtenidos 
para la señal NPY+ en el NPV, encontramos que los animales GHSR(-/-)/NPY-GFP alimentados 
presentaron niveles de intensidad y de área de fibras GFP+ elevadas y similares a las encontradas en 
animales NPY-GFP ayunados; no encontrándose diferencias entre los animales GHSR(-/-)/NPY-GFP 








Figura 28: Intensidad, densidad y densidad integrada de señal AgRP+ en el NPV de animales WT y GHSR(-
/-) durante el ayuno. (A) Microfotografías representativas de la señal roja fluorescente de secciones coronales de 
NPV de ratones WT y GHSR(-/-) sometidos o no a un ayuno, respectivamente,  las cuales fueron sujetas a una 
IHQ contra AgRP (n=4-5 por grupo). La tinción azul corresponde al Höescht, utilizado para marcar los núcleos 
celulares. El inserto muestra a mayor magnificación la zona marcada en la imagen de menor aumento. Barras de 
escala: 100 y 10 µm para las imágenes de baja y alta magnificación, respectivamente. (B) Análisis cuantitativo de 
la intensidad de la señal AgRP+ en el NPV. ANOVA de dos vías. Interacción: F(1,13)=4,658, p=0,0502. (C) Análisis 
cuantitativo del área de señal AgRP+ en el NPV. ANOVA de dos vías. Interacción: F(1,13)=10,52, p=0,0064. (D) 
Análisis cuantitativo de la densidad integrada de señal AgRP+ en el NPV. ANOVA de dos vías. Interacción: F(1, 
13)=17,12, p=0,0012. Los datos representan la media ± SEM. Análisis post-hoc de Tukey. ** p<0,01 y * p<0,05 vs 
igual genotipo, distinta condición. 
 





Luego, determinamos si las neuronas CRF hipofisiotrópicas responden a una situación de ayuno de 
48 hs en ratones GHSR(-/-). Para esto, expusimos a ratones GHSR(-/-) y sus hermanos WT a un ayuno, 
los perfundimos, extrajimos sus cerebros y realizamos una IHQ contra CRF en una de las series de las 
secciones obtenidas. El número de células CRF+ en el NPV de los animales GHSR(-/-) ayunados fue de 
95,4 ± 3,1 células/sección/lado aumentando 2,3 ± 0,1 veces respecto del grupo GHSR(-/-) alimentado y no 
difiriendo del incremento observado con el ayuno en animales WT (2,2 ± 0,1 veces respecto del grupo 
control alimentado) (Figura 30A-B). A pesar de no encontrar diferencias en el número de células CRF+ 
en el NPV de ambos genotipos de animales ayunados, observamos una menor intensidad en la inmuno-
tinción de los ratones GHSR(-/-). Así, el análisis cuantitativo reveló que éstos animales presentaron una 
disminución de la intensidad de la señal CRF+ del 50,6 ± 6,4 % respecto a la obtenida con los animales 
WT ayunados, los cuales mostraron un aumento de 3,59 ± 0,08 veces respecto a la de su grupo control 
alimentado (Figura 30C).  
Figura 29: Intensidad y densidad de señal GFP+ en el NPV de animales WT y GHSR(-/-) durante el ayuno. 
(A) Microfotografías representativas de la señal verde fluorescente GFP de secciones coronales de NPV ratones 
NPY-GFP y GHSR(-/-)/NPY-GFP sometidos o no a un ayuno, respectivamente. La tinción azul corresponde al 
Höescht, utilizado para marcar los núcleos celulares. El inserto muestra a mayor magnificación la zona marcada 
en la imagen de menor aumento. Barras de escala: 100 y 10 µm para las imágenes de baja y alta magnificación, 
respectivamente. (B) Análisis cuantitativo de la intensidad de señal GFP+ en el NPV, respectivamente (n=4 por 
grupo). ANOVA de dos vías. Interacción: F(1,11)=0,5626, n.s. Genotipo: F(1,11)=4,691, n.s. Condición 
experimental: F(1,11)=1,942, n.s. (C) Análisis cuantitativo del área de señal GFP+ en el NPV, respectivamente 
(n=4 por grupo). ANOVA de dos vías. Interacción: F(1,13)=5,254, p=0,0392. Los datos representan la media ± 
SEM. Análisis post-hoc de Tukey. * p<0,05 igual genotipo, distinta condición. 





Posteriormente, realizamos IHQ dobles contra c-Fos y CRF en otra serie de las secciones de los 
mismos cerebros. El análisis cuantitativo indicó que los animales GHSR(-/-) no presentaron una activación 
significativa de las neuronas CRF+ del NPV (Figura 31A-B). El número de células c-Fos+ totales en el 
NPV fue de 28,8 ± 7,9 células/sección/lado para los animales GHSR(-/-) ayunados y 167,7 ± 13,8 
células/sección/lado para los animales WT ayunados (Figura 31C). Además, los animales GHSR(-/-) 
ayunados presentaron menores niveles de corticosterona como de glucosa en plasma en comparación 
con animales WT ayunados (11,34 ± 3,28 ng/ml vs 20,41 ± 3,09 ng/ml para corticosterona y 7,1 ± 0,6 ng/ml 
vs 26,6 ± 2,2 para glucosa, respectivamente) (Figura 31D-E).  
Figura 30: Neuronas CRF+ del NPV de animales WT y GHSR(-/-). A) Microfotografías representativas de la 
señal CRF+ en secciones coronales del NPV de ratones WT y GHSR(-/-) sometidos o no a un ayuno, 
respectivamente, las cuales fueron sujetas a una IHQ contra CRF (señal amarronada). El inserto muestra a mayor 
magnificación la zona marcada en la imagen de menor aumento. Las flechas marcan las células CRF+. (B) Análisis 
cuantitativo del número de células CRF+ en el NPV de cada grupo experimental (n=4-6 por grupo).ANOVA de dos 
vías. Interacción: F(1,13)=1,449 , n.s. Genotipo: F(1,13)=1,915, n.s. Condición experimental: F(1,13)=35,83, 
p<0,0001.  (C) Análisis cuantitativo de la intensidad de señal CRF+ en el NPV de cada grupo experimental (n=4-6 
por grupo). ANOVA de dos vías. Interacción: F(1,13)=14,12, p=0,0024. Los datos representan la media ± SEM. 
Análisis post-hoc de Tukey. *** p<0,0001, ** p<0,01 y * p<0,05 vs igual genotipo, distinta condición; c p<0,001 vs 
igual condición, distinto genotipo. 
 





Para los experimentos de bloqueo farmacológico utilizamos ratones WT tratados ICV cada 8 hs 
durante el periodo de ayuno con vehículo o K-(D-1-Nal)-FwLL-NH2, como se describe en el capítulo 
anterior. Los ratones recibieron en total 6 inyecciones durante el periodo de ayuno y luego los 
anestesiamos, perfundimos, extrajimos sus cerebros y los cortamos. En primer lugar, realizamos una IHQ 
Figura 31: Activación de las neuronas CRF hipofisiotrópicas en animales WT y GHSR(-/-) durante el ayuno. 
(A) Microfotografías representativas de la señal CRF+/c-Fos+ en secciones coronales del NPV de ratones WT y 
GHSR(-/-) sometidos o no a un ayuno, respectivamente, sujetas a una IHQ doble contra CRF (señal amarronada) 
y c-Fos (señal negro/violeta). El inserto muestra a mayor magnificación la zona marcada en la imagen de menor 
aumento. Las flechas marcan las células c-Fos+/CRF+, mientras que las puntas de flecha marcan las células c-
Fos+/CRF-. (B) Análisis cuantitativo del porcentaje de células CRF+/c-Fos+ en el NPV de cada grupo experimental 
(n=6-11 por grupo). ANOVA de dos vías. Interacción: F(1, 20)=10,04, p=0,0048. (C) Análisis cuantitativo del 
número de células c-Fos+ en el NPV de cada grupo experimental (n=6-11 por grupo). ANOVA de dos vías. 
Interacción: F(1,35)=59,63, p<0,0001. (D) Niveles plasmáticos de corticosterona en cada grupo experimental (n=8-
13). ANOVA de dos vías. Interacción: F(1,35)=1,377, n.s. Genotipo: F(1,35)=5,104, p=0,0302. Condición 
experimental: F(1,35)=19,87, p<0,0001. (E) Niveles plasmáticos de glucosa en cada grupo experimental (n=8-13). 
ANOVA de dos vías. Interacción: F(1,33)=1,531, n.s. Genotipo: F(1,33)=4,350, p=0,0448. Condición experimental: 
F(1,33)=41,91, p<0,0001. Los datos representan la media ± SEM. Análisis post-hoc de Tukey. **** p<0,00001, *** 
p<0,001 y ** p<0,01  vs igual genotipo, distinta condición; d p<0,0001 y c p<0,001 vs igual condición, distinto 
genotipo. 
 




contra AgRP y estimamos la intensidad, la densidad y la densidad integrada de las fibras AgRP+ 
provenientes del ARC. Al realizar los análisis cuantitativos, tanto la intensidad, el área como la densidad 
integrada de la señal AgRP+ disminuyeron en un 38,4 ± 9,9 %,  49,7 ± 13,1 % y 54,3 ± 19,0 %, 
respectivamente, en los ratones ayunados tratados con K-(D-1-Nal)-FwLL-NH2 respecto a los tratados con 
vehículo (Figura 32A-D).  
  
 
Adicionalmente, evaluamos c-Fos en el NPV, donde encontramos que el número de células c-Fos+ 
totales en ratones WT ayunados tratados con K-(D-1-Nal)-FwLL-NH2  fue 39,1 ± 8,8 % menor respecto a 





Figura 32: Intensidad, densidad y densidad integrada de señal AgRP+ en el NPV en animales WT ayunados 
tratados con vehículo o K-(D-1-Nal)-FwLL-NH2 durante el ayuno.  (A) Microfotografías representativas de la 
señal roja fluorescente de secciones coronales de NPV de ratones WT tratados con vehículo o K-(D-1-Nal)-FwLL-
NH2 durante el ayuno, respectivamente, las cuales fueron sujetas a una IHQ contra AgRP. La tinción azul 
corresponde al Höescht, utilizado para marcar los núcleos celulares. El inserto muestra a mayor magnificación la 
zona marcada en la imagen de menor aumento. Barras de escala: 100 y 10 µm para las imágenes de baja y alta 
magnificación, respectivamente. (B, C y D) Análisis cuantitativo de la intensidad, la densidad y la densidad 
integrada de la señal AgRP+ en el NPV, respectivamente (n=6 por grupo). Los datos representan la media ± SEM 
y fueron comparados mediante la prueba t de Student con corrección de Welch. * p<0,05 vs animales ayunados 
tratados con vehículo. 





Finalmente, el número de células CRF+ en ratones WT ayunados tratados con K-(D-1-Nal)-FwLL-
NH2  fue de 122 ± 12 células/sección/lado no difiriendo de las cuantificadas en los animales ayunados 
inyectados con vehículo. Sin embargo, cuando analizamos la intensidad de la señal CRF+ dentro del NPV, 
encontramos nuevamente una disminución del 24,5 ± 6,3% respecto a la hallada en los animales ayunados 
inyectados vehículo (Figura 34A-C). En conjunto, estos resultados sugieren que la activación de las 
neuronas CRF hipofisiotrópicas y las adaptaciones de las inervaciones del ARC al NPV inducidos por 














Figura 33: Activación neuronal del núcleo NPV en animales WT ayunados tratados con vehículo o K-(D-1-
Nal)-FwLL-NH2 durante el ayuno. (A) Microfotografías representativas de la señal c-Fos+ en secciones coronales 
del NPV de ratones WT tratados con vehículo o K-(D-1-Nal)-FwLL-NH2 durante el ayuno, respectivamente, las 
cuales fueron sujetas a una IHQ contra c-Fos (señal negro/violeta). (B) Análisis cuantitativo del número de células 
c-Fos+ en el NPV de cada grupo experimental (n=9-13 por grupo). Los datos representan la media ± SEM y fueron 
comparados mediante la prueba t de Student con corrección de Welch. ** p<0,01 vs animales ayunados tratados 
con vehículo. 
 





























Figura 34: Neuronas CRF del NPV de animales WT ayunados tratados con vehículo o K-(D-1-Nal)-FwLL-
NH2 durante el ayuno. A) Microfotografías representativas de la señal CRF+ en secciones coronales del NPV de 
ratones WT tratados con vehículo o K-(D-1-Nal)-FwLL-NH2 durante el ayuno, respectivamente, las cuales fueron 
sujetas a una IHQ contra CRF (señal amarronada). El inserto muestra a mayor magnificación la zona marcada en 
la imagen de menor aumento. Las flechas marcan las células CRF+. (B) Análisis cuantitativo del número de células 
CRF+ en el NPV de cada grupo experimental (n=6 por grupo). (C) Análisis cuantitativo de la intensidad de señal 
CRF+ en el NPV de cada grupo experimental (n=6 por grupo). Los datos representan la media ± SEM y fueron 
















CAPÍTULO 3                                                                                    
ESTUDIO DEL ROL MODULADOR DE LA DAG SOBRE EL SISTEMA 



















Dado que los niveles de DAG en plasma se encuentran elevados durante el ayuno, en este tercer 
Capítulo de Tesis Doctoral estudiamos los posibles sitios de acción de la DAG en el cerebro y las 
consecuencias funcionales de su acción en el ARC y su relación con el sistema ghrelina/GHSR a nivel 
hipotalámico. 
a) Estudio de la accesibilidad y activación de los núcleos hipotalámicos en respuesta a la 
administración central de la DAG 
Para determinar las áreas del cerebro que responden directamente a la DAG, en primer lugar 
implantamos cánulas en el ventrículo lateral de ratones WT una semana antes del experimento. Una vez 
recuperados, los administramos centralmente con LCRa (vehículo) o un análogo de 19-aminoacidos de la 
DAG conjugada con una molécula de isotiocianato de fluoresceína (F-DAG). De manera similar a los 
estudios de unión llevados a cabo previamente, utilizamos la F-DAG para evidenciar indirectamente la 
presencia de su posible receptor, a través de la detección de las neuronas a las que se une el trazador. 
Luego de 30 minutos post-inyección, anestesiamos a los ratones, los perfundimos, extrajimos sus cerebros 
y los cortamos para su posterior examen al microscopio de fluorescencia. En estas condiciones, 
observamos cuerpos celulares con señal fluorescente verde exclusivamente en los animales inyectados 
con F-DAG, no observando señal en los ratones tratados con vehículo.  
El área del cerebro con mayor número e intensidad de células verdes fluorescentes fue el ARC. 
Como especificamos en el Capítulo 1, con el fin de aumentar la sensibilidad y estabilizar la señal 
fluorescente para realizar una posterior caracterización neuroanatómica, realizamos en este caso una IHQ 
fluorescente contra fluoresceína. La IHQ mostró especificidad dado que no observamos ninguna señal en 
las muestras de cerebro de ratones tratados con vehículo (Figura 35A). Adicionalmente, realizamos un 
control de especificidad del tratamiento administrando ICV F-DAG y DAG y encontramos que la señal 
fluoresceína+ se redujo a un 35,7 ± 7,1 % de la señal detectada en ratones inyectados únicamente con F-
DAG cuando agregamos un exceso de DAG no marcada (Figura 35A). 
 
 





Desde el punto de vista neuroanatómico, encontramos células marcadas con F-DAG principalmente 
en el ARC, distribuidas en toda la extensión rostro-caudal del núcleo entre los bregmas -1,22 y -2,46 mm 
(Figura 36A-C). Estimamos ~500 células fluoresceína+ a lo largo del ARC, las cuales se encontraron 
concentradas en el ARCvm en cercanía a la EM. El diámetro citoplasmático promedio de las células 
fluoresceína+ fue de ~12,5 μm. También encontramos células fluoresceína+ localizadas en la capa 
ependimaria que recubre las paredes del tercer ventrículo, principalmente en la que reviste el suelo de la 
cavidad del infundíbulo. En contraste, en el resto de la capa ependimaria, incluyendo la parte superior del 
tercer ventrículo, observamos un perfil irregular con señal fluoresceína+ presente exclusivamente en el 
cuerpo celular de algunas células, pero no de todas. También encontramos en menor medida e intensidad, 
células fluoresceína+ dispersas por el AP y otras áreas hipotalámicas y extra-hipotalámicas 
particularmente cerca de los ventrículos (por ejemplo, en el DMH). Sin embargo, no se encontraron células 
positivas en el hipocampo, cerebelo ni corteza cerebral. 
Para estudiar si la F-DAG actúa sobre las neuronas del ARC, estimamos la activación transcripcional 
debida al tratamiento ICV con F-DAG a través de una IHQ contra c-Fos. El análisis cuantitativo mostró un 
aumento en el número de células c-Fos+ en el ARC de los ratones inyectados con F-DAG respecto a los 
valores detectados en ratones inyectados con vehículo (34 ± 2 y 14 ± 2 células c-Fos+/sección/lado, 
respectivamente, p<0,01).  Dado que la F-DAG posee unido un isotiocinato de fluoresceína que podría 
impactar en la inducción de c-Fos y, que además, es una variante corta de la DAG intacta, analizamos el 
efecto de la DAG nativa inyectada ICV sobre los niveles de c-Fos. Al igual que lo observado anteriormente, 
el análisis cuantitativo indicó un aumento en el número de células c-Fos+ en el ARC de ratones inyectados 
con DAG respecto a los valores detectados en ratones inyectados con vehículo. En particular, 
cuantificamos 28 ± 4 y 9 ± 2 células c-Fos+/sección/lado en el ARC de ratones inyectados con DAG y 
vehículo, respectivamente (p<0,01) (Figura 36D). Además, las células c-Fos+ se localizaron 
principalmente en el ARCvm, con un patrón de distribución similar al observado para las células marcadas 
con F-DAG. Además del ARC, la DAG indujo un aumento significativo del número de células c-Fos+ en el 
NPV (Datos no mostrados), aunque no detectamos unión de F-DAG en este núcleo. 
Figura 35: Unión de F-DAG en el ARC. (A) Microfotografías representativas de la señal fluoresceína+ en 
secciones coronales del ARC de ratones inyectados ICV con F-DAG (izquierda), vehículo (centro) y F-DAG más 
un exceso de DAG (derecha), respectivamente, que fueron sujetas a una IHQ fluorescente contra fluoresceína 
(n=4-5 por grupo). El inserto muestra a mayor magnificación la zona marcada en la imagen de menor aumento. 
Las flechas señalan las células fluoresceína+. Barras de escala: 100 y 10 µm para las imágenes de baja y alta 
magnificación, respectivamente. 






Con el fin de caracterizar el fenotipo de las células del ARC que unen F-DAG, utilizamos cortes de 
cerebro de ratones pre-tratados con colchicina y posteriormente tratados ICV con F-DAG, para realizar 
IHQs fluorescentes dobles contra marcadores de las principales poblaciones neuronales del ARC. 
Realizamos un pre-tratamiento con colchicina debido a que, como se vio en el Capítulo 1, la IHQ no permite 
la visualización de los cuerpos neuronales NPY+ en los animales alimentados. El pre-tratamiento con 
colchicina bloqueó el transporte axonal de NPY pero no afectó el patrón de marca de F-DAG. En estas 
condiciones, detectamos células doblemente marcadas cuando realizamos una IHQ contra fluoresceína y 
NPY (Figura 37A). El análisis cuantitativo del grado de co-localización nos indicó que el 33 ± 4% de las 
células NPY+ también fueron fluoresceína+, mientras que el 78 ± 4% de las células fluoresceína+ fueron 
NPY-. Por el contrario, no detectamos células doblemente marcadas cuando realizamos una IHQ contra 
fluoresceína y POMC (Figura 37B). Adicionalmente, realizamos una IHQ contra vimentina, un marcador 
especifico de tanicitos hipotalámicos y algunas células ependimarias (Sanchez et al., 2009, Mullier et al., 
2010), encontrando un enriquecimiento de la señal fluoresceína+ en tanicitos hipotalámicos y algunas 
células ependimales que también resultaron ser vimentina+. Dentro de los tanicitos, encontramos señal 
fluoresceína+ tanto en el cuerpo celular como en las proyecciones que se extienden profundamente en la 





Figura 36: Patrón de distribución de las células marcadas con F-DAG y de la activación neuronal inducida 
por DAG en el ARC. El panel muestra microfotografías representativas del nivel anterior (A), medial (B) y posterior 
(C) del ARC que contienen células+ para F-DAG. Para cada nivel, mostramos un diagrama de la sección coronal 
correspondiente marcada con un rectángulo que marca la región aproximada de donde se obtuvieron las imágenes 
(izquierda), las microfotografías de las tinciones de Nissl  (centro) y las inmunohistoquímicas contra fluoresceína 
en las mismas secciones (derecha). (D) Microfotografías representativas de las IHQ contra c-Fos en los mismos 
niveles anterior, medial y posterior de ARC correspondientes a ratones tratados ICV con vehículo o DAG, 
respectivamente (n=7). Barras de escala: 100 µm 
 





Figura 37: Estudio del fenotipo de las células que unen F-DAG en el ARC. Los paneles muestran un conjunto 
de imágenes representativas de secciones coronales de ARC (A y B) y de la EM (C) de un ratón inyectado ICV 
con F-DAG, sujetas a IHQs fluorescentes dobles contra fluoresceína en verde y contra NPY (A), contra POMC (B) 
o contra vimentina (C) que posteriormente se visualizaron usando un anticuerpo secundario rojo. La tinción azul 
corresponde al Höescht, utilizado para marcar los núcleos celulares. El inserto muestra a mayor magnificación la 
zona marcada en la imagen de menor aumento. Para cada panel, se muestran imágenes de baja y alta 
magnificación para los canales verde (izquierdo), rojo (centro) y el merge (derecha). Las flechas marcan las células 
positivas ambas marcas; las punta de flecha marcan las células positivas para fluoresceína; y los asteriscos 
marcan las células positivas para una sola marca. Barras de escala: 100 y 10 µm para las imágenes de baja y alta 
magnificación, respectivamente.  




b) Estudio de la modulación de la señalización del sistema ghrelina/GHSR por la DAG 
Dado que las neuronas NPY del ARC expresan GHSR, estudiamos si la unión y el efecto de DAG 
dependen de este receptor. En primer lugar, utilizamos ratones GHSR(-/-) a los cuales inyectamos 
centralmente con vehículo o F-DAG, y utilizamos las secciones de cerebro obtenidas para realizar una IHQ 
contra fluoresceína como se describió previamente. Al igual que en los animales WT, visualizamos células 
fluoresceína+ en el ARC de los ratones GHSR(-/-) inyectados con F-DAG, no observando señal 
fluorescente en los animales inyectados con vehículo (Figura 38A). Luego, evaluamos si la activación 
transcripcional de las células del ARC mediada por DAG también ocurre de manera independiente a este 
receptor. Para esto, realizamos una IHQ contra c-Fos en los animales GHSR(-/-) tratados ICV con vehículo 
o DAG. Al igual que en los animales WT, los animales GHSR(-/-) tratados con DAG mostraron un aumento 
en el número de células c-Fos+ en el ARC en comparación con los números encontrados en los animales 
tratados con vehículo (31 ± 4 y 3 ± 1 células c-Fos+/sección/lado, respectivamente, p<0,01) (Figura 38B). 
De igual manera, también observamos una activación del NPV de estos animales con el tratamiento (Datos 
no mostrados). 
 
Figura 38: Unión y activación de F-DAG en el ARC de ratones GHSR(-/-). (A) Microfotografías representativas 
de la señal fluoresceína+ en secciones coronales del ARC de ratones GHSR(-/-) inyectados ICV con vehículo 
(izquierda) o F-DAG (derecha), que fueron sujetas a una IHQ fluorescente contra fluoresceína (n=3-5 por grupo). 
(B) Microfotografías representativas de la señal c-Fos+ en secciones coronales del ARC de ratones GHSR(-/-) 
inyectados ICV con vehículo (izquierda) o DAG (derecha), que fueron sujetas a una IHQ contra c-Fos (n=5-6 por 
grupo). Barra de escala: 100 µm. 
 




c) Estudio de la bioactividad de la DAG a través de la evaluación del efecto orexigénico 
La F-DAG marca las neuronas del ARC y la DAG activa dichas neuronas. Dado que el ARC es 
fundamental en el control del balance energético, evaluamos si la DAG afecta la ingesta de alimento. 
Estudios previos han mostrado que la DAG inhibe el consumo de alimento, por lo tanto evaluamos este 
efecto en animales WT bajo condiciones de elevada ingesta, como lo son la fase oscura del ciclo 
luz/oscuridad y luego de un periodo de ayuno. Para esto, utilizamos un grupo de ratones implantados con 
cánulas en el ventrículo lateral a los cuales les inyectamos vehículo o DAG previo al inicio del ciclo 
oscuridad y medimos la ingesta nocturna durante la primera fase de este ciclo (3 hs) y durante toda la 
noche (12 hs). Después de 2 días de recuperación, expusimos a los mismos animales a un protocolo de 
ayuno-realimentación. En este caso, retiramos el alimento de las cajas a las 18:00 hs y, a las 10:00 hs del 
día siguiente, les administramos vehículo o DAG. Luego de las inyecciones, realimentamos a los ratones, 
dejándoles libre acceso a un pellet de dieta estándar previamente pesada y midiendo el consumo de 
alimento a los 30 minutos, 2 hs y 12 hs. En nuestras condiciones experimentales, la DAG inyectada ICV 
no afectó el consumo de alimento espontáneo durante la fase oscura (Figura 39A) ni durante la 
realimentación luego de un periodo de ayuno (Figura 39B).  
Dado que las neuronas del ARC median la acción orexigénica de la ghrelina, evaluamos la posible 
interacción entre la DAG y la ghrelina sobre la ingesta de alimento. Para esto, estudiamos el efecto del 
pre-tratamiento ICV con DAG en ratones inyectados 15 minutos después por vía subcutánea (SC) o ICV 
con ghrelina (Figura 39C). El pre-tratamiento ICV con DAG redujo el aumento en la ingesta de alimentos 
durante 2 hs inducido por la administración subcutánea de ghrelina, en comparación con los ratones 
tratados con vehículo. Llamativamente, el pre-tratamiento ICV con DAG no afectó la ingesta de alimentos 
durante 2 hs inducido por la ghrelina inyectada ICV. Además, el pre-tratamiento ICV con F-DAG también 
redujo el aumento en la ingesta de alimentos inducido por la administración periférica de ghrelina (0,14 ± 
0,04 vs. 0,47 ± 0,03 g en animales inyectados previamente con vehículo, respectivamente, p<0,01).  





Con la finalidad de obtener información adicional sobre el posible mecanismo por el cual la DAG 
disminuye el efecto orexigénico de la ghrelina administrada por vía subcutánea, analizamos el número de 
células c-Fos+ en las distintas subregiones del ARC de los grupos experimentales descriptos 
anteriormente (Figura 40A-B). Los resultados mostraron que el número de células c-Fos+ en cada 
subregión del ARC muestra una distribución topográfica diferencial para los distintos grupos 
experimentales. En la subregión dorsal del ARC (ARCd) no encontramos diferencias en el número de 
células c-Fos+ entre los distintos tratamientos y pre-tratamientos realizados. Sin embargo el número de 
células c-Fos+ presentó un patrón de cambio similar en todos los tratamientos por igual cuando se realiza 
Figura 39: Efecto de la DAG sobre el consumo de alimento. (A) Consumo de alimento durante 3 hs o 12 hs 
durante la fase oscura del ciclo luz/oscuridad de ratones tratados ICV con vehículo o DAG, respectivamente (n=17). 
ANOVA de dos vías. Interacción: F(1,40)=1,454, n.s. Tratamiento: F(1,40)=1,924, n.s. Tiempo: F(1,40)=325,4, 
p<0,0001. (B) Consumo de alimento durante 0,5, 2 y 12 hs de ratones previamente ayunados y luego tratados ICV 
con vehículo o DAG, respectivamente, previo a la realimentación (n=8-9). ANOVA de dos vías. Interacción: 
F(2,29)=0,09280, n.s. Tratamiento: F(1,29)=2,386, n.s. Tiempo: F(2,29)=122,6, p<0,0001. (C) Consumo de 
alimento durante 2 hs de ratones pre-tratados con vehículo o DAG y subsecuentemente con vehículo SC, ghrelina 
SC o ghrelina ICV (n=6-20). ANOVA de dos vías. Interacción: F(2,56)=3,952, p=0,0248. Los datos representan la 
media ± SEM. Análisis post-hoc de Tukey. a p<0.05 vs ratones pre-tratados con vehículo y vehículo SC, b p<0.05 
vs ratones con pre-tratados con vehículo y mismo tratamiento posterior. 




un pre-tratamiento con DAG sin alcanzarse la significancia estadística (Figura 40C). Encontramos 
resultados similares en el ARCvl, aunque particularmente en esta subregión los ratones inyectados ICV 
con ghrelina mostraron un aumento en el número de células c-Fos+ en comparación con los ratones 
inyectados con vehículo (Figura 40E). Por último, en el ARCvm se encontraron las diferencias más 
robustas en cuanto a la inducción de c-Fos con los distintos pre-tratamientos y tratamientos posteriores. 
Particularmente se encontró que el pre-tratamiento con DAG indujo un aumento adicional en el número de 
células c-Fos+ inducidas por el vehículo, por la ghrelina SC o por la ghrelina ICV, siendo de igual magnitud 
en todos los casos. Por lo tanto, el número de células c-Fos+ en esta subregión del ARC de los ratones 
pre-tratados ICV con DAG aumenta de manera similar, en comparación con su propio vehículo, 




Figura 41: Distribución topográfica diferencial de las  células c-Fos+ en el ARC. (A) Microfotografías 
representativas de secciones coronales de ARC de ratones pertenecientes a cada grupo experimental sujetos a 
una IHQ contra c-Fos. (B) Densidad de células c-Fos+ promedio en un cuadrado de 400 x 400 µm ubicado en una 
región que comprende al ARC, para grupo experimental. La ubicación de la región analizada se ejemplifica en (A) 
con un cuadrado punteado. La densidad la expresamos en células c-Fos+/ contenedor (12.5 µm por lado). Barras 
de escala: 100 µm. (C) Análisis cuantitativo del número de células c-Fos+ en el ARCd de ratones pertenecientes 
a cada grupo experimental. ANOVA de dos vías. Interacción: F(2,21)=0,1114, n.s. Pre-tratamiento: F(1,21)=9,415, 
p=0,0058. Tratamiento: F(2,21)=8,92, p=0,0016. (D) Análisis cuantitativo del número de células c-Fos+ en el 
ARCvm de ratones pertenecientes a cada grupo experimental. ANOVA de dos vías. Interacción: F(2,21)=2,322, 
n.s. Pre-tratamiento: F(1,21)=80,88, p<0,0001. Tratamiento: F(2,21)=142,9, p<0,0001. (E) Análisis cuantitativo del 
número de células c-Fos+ en el ARCvl de ratones pertenecientes a cada grupo experimental. ANOVA de dos vías. 
Interacción: F(2,21)=1,308, n.s. Pre-tratamiento: F(1,21)=14,43, p=0,0010. Tratamiento: F(2,21)=36,46, p<0,0001. 
Los datos representan la media ± SEM. Análisis post-hoc de Bonferroni. a, p<0.05 vs ratones pre-tratados con 
vehículo y mismo tratamiento b p<0.05 vs ratones con el mismo pre-tratamiento y vehículo SC. 




Dado que las neuronas POMC del ARC inhiben el apetito, evaluamos el efecto de la ghrelina y la 
DAG sobre estas neuronas. Para este propósito, realizamos una IHQ doble contra POMC y el marcador 
de activación neuronal c-Fos en secciones de cerebro de ratones tratados ICV con vehículo, ghrelina o 
DAG, respectivamente (Figura 41). En comparación con el tratamiento ICV con vehículo, la DAG y la 
ghrelina inyectada ICV indujeron un aumento significativo en el número de neuronas POMC+/c-Fos+ que 
no fue diferente entre ellas. En particular, 3,2 ± 1,0, 6,4 ± 0,6 y 5,9 ± 0,2 % de células POMC+ fueron 
también c-Fos+ en el ARC de animales tratados con vehículo, ghrelina o DAG, respectivamente. Además, 
las células POMC+/c-Fos+ representaron un 17.7 ± 2.8 y 2.8 ± 0.3% de todas las células c-Fos+ dentro 









Figura 41: Activación de las neuronas POMC del ARC con el tratamiento ICV con DAG o ghrelina. El panel 
muestra las microfotografías representativas de la señal POMC+/c-Fos+ en secciones coronales del ARC de ratones 
tratados ICV con vehículo, ghrelina o DAG, respectivamente, sujetas a una IHQ doble contra POMC (señal 
amarronada) y c-Fos (señal negro/violeta). El inserto muestra a mayor magnificación la zona marcada en la imagen 
de menor aumento. Las flechas marcan las células POMC+/c-Fos+, mientras que las puntas de flecha marcan las 





































Como mencionamos en la Introducción, la actividad del sistema ghrelina/GHSR aumenta en 
situaciones de déficit energético y activa una serie de mecanismos neuroendocrinos que tienen como fin 
estimular el apetito como así también disminuir el gasto energético y mantener la glucemia estable. En 
este trabajo de Tesis Doctoral usamos un modelo de ayuno en ratones para estudiar el rol modulador de 
la señalización del sistema ghrelina/GHSR en la hiperfagia compensatoria y la respuesta de las neuronas 
CRF hipofisiotrópicas luego de un ayuno. Posteriormente, estudiamos los sitios de acción de la DAG en el 
cerebro y su rol modulador sobre el sistema ghrelina/GHSR a nivel hipotalámico. La realización de estos 
estudios ayudó a mejorar la comprensión sobre cuáles son los mecanismos moleculares y los circuitos 
neuronales que se activan en estos procesos. A continuación se discutirán distintos aspectos técnicos y 
metodológicos relacionados con la ejecución de los experimentos que forman parte de este trabajo.  
Consideraciones metodológicas y técnicas de los estudios realizados. 
En el desarrollo de este trabajo utilizamos ratones como modelo experimental. Dentro de los 
modelos animales, los ratones son los más utilizados debido a su relación filogenética y similitud fisiológica 
con los humanos. Asimismo, los ratones se encuentran muy bien caracterizados genéticamente, su 
tamaño los hace fácilmente manipulables y presentan una fácil manutención en el laboratorio. Los ratones 
también presentan períodos gestacionales cortos, por lo general con camadas grandes y alcanzan la 
madurez sexual muy pronto, lo que permite obtener varias generaciones en una menor cantidad de tiempo. 
Por otra parte, el uso de cepas consanguíneas permite obtener animales genéticamente definidos y 
estandarizados. Otra ventaja que presenta el empleo de ratones es la amplia disponibilidad de modelos 
genéticamente modificados que proporcionan herramientas muy útiles en el estudio de la biología humana 
y de patologías específicas. En este trabajo, utilizamos varios modelos de ratones modificados 
genéticamente como los ratones GHSR(-/-), ratones ghrelina-KO y ratones reporteros NPY-GFP. El uso 
de cada uno de estos modelos animales tiene sus ventajas y desventajas, las cuales repasaremos 
brevemente a continuación. 
Los ratones GHSR(-/-) representan una herramienta valiosa para estudiar los roles fisiológicos del 
sistema ghrelina/GHSR. Este modelo genético posee la expresión del gen ghsr bloqueada por un cassette 
de bloqueo de la transcripción flanqueado por sitios loxP (Zigman et al., 2005). Este cassette consta de 
secuencias que dificultan la acción de la ARN polimerasa y tiene zonas aceptores de empalme que 
detienen la transcripción del ARNm que codifica para este receptor. Sin embargo, no se puede descartar 
la posibilidad de que estos animales expresen pequeñas cantidades de GHSR indetectables con los 
métodos rutinarios de medida. Considerando esta posibilidad, hubiese sido una mejor opción el empleo de 
ratones knock-out para ghsr, los cuales presentan una eliminación completa de este gen. Pese a esto, 
varios estudios llevados a cabo en ambos modelos genéticos han mostrado que ninguno de ellos 
responden a los efectos orexigénicos de la hormona ghrelina ni presentan inducción de c-Fos en el ARC, 
por lo tanto, los ratones utilizados en este trabajo pueden ser considerados como un modelo deficiente de 
GHSR (Zigman et al., 2005, Chuang et al., 2011). Si bien en este trabajo no realizamos una reactivación 
del gen, resulta importante mencionar que este modelo presenta la ventaja de que la expresión de GHSR 
puede ser reactivada mediante la cruza con animales que expresan la recombinasa cre en sitios 





cumple el sistema ghrelina/GHSR en una población neuronal específica. El modelo GHSR(-/-) no posee 
un fenotipo evidente asociado a la ausencia de GHSR, al menos en animales alimentados ad libitum y 
criados en condiciones estándar de bioterio, lo que podría deberse a posibles efectos compensatorios en 
el desarrollo genético durante la etapa embrionaria (Xu et al., 2011). Es decir, que la carencia de GHSR 
podría inducir cambios en la expresión de otros genes relacionados que compensen esta pérdida (El-
Brolosy and Stainier, 2017). Los ratones GHSR(-/-) no presentan modificaciones sustanciales en la ingesta 
de alimentos respecto de los ratones WT en condiciones basales, no obstante, muestran una disminución 
del peso corporal, que se intensifica con la edad o con la alimentación con dieta rica en grasa luego del 
destete (Uchida et al., 2013).  
Otro modelo de ratón utilizado fueron los ghrelina-KO. Estos ratones presentan una eliminación 
completa del gen preproghrelina, por lo que no expresan la hormona ghrelina ni sus variantes moleculares. 
Los ratones ghrelina-KO  tampoco presentan diferencias evidentes en la ingesta de alimentos y el peso 
corporal respecto de los ratones WT (Uchida et al., 2013). Este modelo animal ha sido exhaustivamente 
caracterizado mostrándose que la regulación pulsátil de GH depende en parte de la ghrelina, 
observándose sólo un efecto modesto en el crecimiento corporal de los ratones estudiados (Hassouna et 
al., 2014). La observación de este fenotipo sutil probablemente se deba a la existencia de mecanismos 
compensatorios inherentes al modelo genético, como mencionamos previamente.  
Los animales NPY-GFP empleados en este trabajo representaron una herramienta sumamente útil 
en la visualización y estudio de las neuronas NPY, que de otra manera resultan muy difíciles de observar. 
Estos ratones fueron generados por inserción al azar en el genoma del ratón de un cromosoma bacteriano 
artificial que contiene la construcción con la proteína GFP bajo el promotor de NPY. Este modelo animal 
ha sido previamente caracterizado, mostrando un alto nivel de congruencia entre la expresión de GFP con 
la expresión de NPY en todo el cerebro. Además, y dado que expresan la proteína GFP distribuida 
libremente en el citoplasma, representó una ventaja para nuestros estudios al permitirnos visualizar en 
animales alimentados ad libitum, no sólo los somas neuronales, sino también la localización dendrítica e 
inervaciones axonales de estas neuronas (van den Pol et al., 2009). 
Además de los ratones modificados genéticamente, utilizamos un modelo animal con una lesión 
neurotóxica del ARC. Este modelo animal con el ARC-lesionado ha sido extensamente utilizado para 
estudiar diferentes aspectos de la función hipotalámica (Perello et al., 2003, Perello et al., 2009, Cabral et 
al., 2014, Cabral et al., 2016, Miranda et al., 2016). Esto se debe a que es un modelo fácil de obtener, de 
bajo costo y de alta eficiencia. La amplia cantidad de estudios disponibles nos permitió conocer en detalle 
ciertas características del modelo y las precauciones que hay que tener al utilizarlo. Dado que la magnitud 
de la lesión hipotalámica puede ser variable, pusimos a punto un protocolo de administración que implica 
una única inyección SC de MSG al día postnatal 4 (Cabral et al., 2014). El glutamato es un neurotransmisor 
excitatorio que ejerce efectos excito-tóxicos cuando se administra en altas concentraciones. Por lo tanto, 
este tratamiento indujo una lesión neurotóxica exclusivamente en el ARC, manteniéndose intacta la 
morfología del NPV y demás áreas cerebrales. Esto se puede atribuir a que en esta zona del cerebro la 
barrera hemato-encefálica es más permeable en el estadío postnatal en el que se realiza la lesión, 





que presenta este modelo es que a medida que los animales envejecen comienzan a desarrollar 
alteraciones endocrino-metabólicas, entre las que se manifiestan un aumento excesivo de grasa intra-
abdominal e hipofagia (Perello et al., 2003). Esta desventaja del modelo la minimizamos utilizando 
animales jóvenes, los cuales no presentaron diferencias significativas ni en la ingesta de alimentos ni en 
el peso corporal respecto a su grupo control. A pesar de sus limitaciones y de que la lesión afecta a 
múltiples tipos neuronales del ARC, éste modelo animal continua siendo muy utilizado en la actualidad 
debido a su simplicidad y robustez. Si bien el uso de modelos KO para NPY o AgRP hubiera sido una 
opción más precisa y específica en nuestros estudios, nuevamente están expuestos a compensaciones 
genéticas propias del modelo genético. Este hecho ha sido previamente reportado mostrando que la 
ablación neonatal de las neuronas NPY/AgRP tuvo efectos mínimos en la alimentación mientras que la 
ablación de estas neuronas en ratones adultos causó una rápida inanición (Luquet et al., 2005). Sin 
embargo, y a pesar de las compensaciones genéticas que presentan, estos ratones representaron una 
herramienta extremadamente valiosa en el estudio del rol de las neuronas NPY/AgRP como mediadoras 
de las acciones orexigenicas de la hormona ghrelina (Chen et al., 2004). De esta manera, investigaciones 
futuras utilizando estos modelos genéticos serian de suma utilidad para confirmar algunos de los 
resultados obtenidos en este trabajo. En síntesis, consideramos que el uso del modelo de ratón con el 
ARC-lesionado, a pesar de sus limitaciones, resultó sumamente útil para el estudio de la dependencia del 
ARC en la activación de las neuronas CRF del NPV inducida por ayuno. 
Para generar una condición de déficit energético, usamos un ayuno de 48 horas. La longitud del 
tiempo de ayuno empleada se basó en estudios previos que mostraron una reducción rápida del peso 
corporal y un aumento tanto en el nivel de la ghrelina plasmática como en el ARNm de GHSR en el 
hipotálamo. Asimismo, resultó fundamental para nuestros estudios que en este modelo las neuronas CRF 
se encuentren activadas, permitiéndonos estudiar las interrelaciones que ocurren entre la hiperfagia 
compensatoria y en los mecanismos responsables de la activación de las neuronas CRF hipofisiotrópicas 
ante un déficit energético. El uso del ayuno como modelo experimental presenta la ventaja de estar muy 
bien caracterizado en la bibliografía, es simple, de bajo costo y muy reproducible (Jensen et al., 2013). Por 
otra parte, esta manipulación fue bien tolerada por los ratones, los cuales mostraron en general un estado 
de salud bueno que se vio manifestado con un aumento de la actividad locomotora durante este período. 
Como mencionamos en la introducción, son muchos los contextos en donde se observan situaciones de 
balance energético negativo, incluyendo algunas situaciones patológicas y diferentes trastornos de la 
conducta alimentaria. Debido a la complejidad que tienen los trastornos de la conducta alimentaria en 
humanos, el desarrollo de un modelo animal apropiado que reproduzca la mayoría de las características 
que presentan continúa siendo un desafío. Sin embargo, cada uno de estos modelos contribuye, en algún 
grado, a la comprensión global de los cambios fisiológicos que ocurren en estas patologías. A sabiendas 
de estas limitaciones, el modelo de ayuno de 48 hs utilizado en este trabajo nos ha permitido conocer 
algunos aspectos neuroanatómicos y neuroendocrinológicos que pueden ser aplicados a una gran 
cantidad de patologías asociadas a situaciones de balance energético negativo. Sería interesante evaluar 
a futuro si en otras situaciones de déficit energético ocurren cambios similares a los hallados en este 
trabajo. 





alimentos en un protocolo de ayuno-realimentación utilizando un método manual de pesada y uno 
automatizado. Los métodos manuales de pesada presentan la ventaja de ser simples, rápidos, 
controlados, de no depender de un equipo y de permitirnos utilizar un mayor número de animales en cajas 
individualizadas. No obstante, dichos métodos son laboriosos, requieren de un seguimiento continuo y de 
una mayor cantidad de tiempo a la hora de realizarlo, están expuestos al error humano en el registro de 
los datos y presentan algunas fuentes de variabilidad debido a que los ratones deben ser manipulados, 
retirados de sus jaulas y colocados en un entorno novedoso diariamente. De manera contraria, los métodos 
automatizados de pesada realizados en cajas metabólicas, presentan la ventaja de ser simples, de poseer 
un manejo remoto y automatizado que le requieren una menor cantidad de tiempo al operario, tienen la 
ventaja de no tener la necesidad de manipular ni retirar a los ratones de sus jaulas, de poder detectar y 
medir en tiempo real los parámetros estudiados permitiéndonos obtener un registro más detallado de los 
mismos durante la totalidad del experimento, de poder evaluar varios parámetros circadianos y ampliar los 
estudios con parámetros como la actividad locomotora y la ingesta de agua dentro de ella. Por otro lado, 
los métodos automatizados tienen la desventaja de ser muy costosos, de depender de un equipo y de un 
software especializado que quedan expuestos a errores indetectables, de limitar el número de animales 
experimentales al número de cajas disponibles, de no poseer un registro de peso corporal confiable y de 
requerir una mayor cantidad de tiempo de adaptación al nuevo ambiente por las diferencias asociadas a 
las jaulas de alojamiento y experimentales. En nuestro caso, ambos métodos de medida arrojaron 
resultados similares en la ingesta diaria de alimento durante la hiperfagia compensatoria. Sin embargo, el 
método automatizado de pesada nos permitió, además, mostrar que ocurre un cambio en el patrón de 
consumo de alimento posterior a un ayuno. 
Las determinaciones del ARNm las realizamos mediante micro-disecciones de ARC utilizando la 
técnica de micro-punción de Palkovits (Palkovits, 1973, 1983), la cual se basa en la extracción de pequeños 
cilindros de tejido para aislar una porción enriquecida del núcleo cerebral de interés siguiendo las 
coordenadas establecidas en el Atlas del cerebro de ratón de Paxinos y Franklin (Paxinos and Franklin, 
2001). Si bien es una técnica desarrollada hace varios años, es simple, rápida, de bajo costo, la cual puede 
ser utilizada para extraer muestras tanto de tejidos congelados como frescos. Actualmente existen técnicas 
más modernas como la captura por micro-disección laser, la cual permite la preparación de muestras 
automatizada a través del aislamiento de un área o incluso de células específicas de una población mixta 
bajo visualización microscópica. La captura por micro-disección laser es una técnica muy precisa y 
confiable, pero se encuentra limitada por la necesidad de equipos muy costosos para su realización, los 
tiempos de procesamientos son muy largos y de bajo rendimiento, y se necesitan operadores 
experimentados. Además, esta técnica requiere la fijación o congelación del tejido, lo que resulta en una 
muestra no viable que restringe los análisis posteriores (Espina et al., 2006). Otra herramienta importante 
para la determinación de ARNm es la técnica de hibridación in-situ, la cual permite la detección de una 
secuencia de ARNm de interés mediante una secuencia de nucleótidos complementaria o sonda, 
permitiendo obtener información de la expresión génica manteniendo el contexto morfológico de la 
muestra, es decir, preservando la integridad a nivel celular y tisular, brindando interpretaciones anatómicas 
más precisas. Asimismo, el uso de la hibridación in-situ presenta la ventaja de poder ser combinada con 





expresión génica sobre diferentes fenotipos neuronales. Sin embargo, la hibridación in-situ presenta la 
limitación de que el procesamiento rutinario del tejido requiere de excesivos cuidados, suele ser difícil de 
estandarizar y en muchos casos se pierde sensibilidad en la detección de transcriptos de ARNm de baja 
abundancia. Por lo tanto, a pesar de que la técnica utilizada en este trabajo no nos permitió obtener 
información morfológica especifica de la expresión génica, consideramos que nos brindó simplicidad, 
rapidez y elevada sensibilidad en los resultados obtenidos.  
En este trabajo utilizamos frecuentemente la presencia de inmuno-reactividad contra c-Fos como un 
índice de activación neuronal. C-Fos es el factor de transcripción perteneciente a la familia de genes de 
expresión temprana mayormente utilizado como marcador de la activación neuronal. En la mayoría de las 
células ocurre la transcripción del ARNm del gen c-fos ante un estímulo determinado, alcanzando un pico 
máximo aproximadamente a los 30 minutos después del inicio del estímulo. La posterior expresión de la 
proteína c-Fos ocurre más tarde y de manera transitoria, alcanzando un pico máximo aproximadamente a 
los 90-120 minutos después del estímulo (Kovacs, 1998). Por lo tanto, y debido a que la resolución 
temporal de c-Fos es limitada, resulta importante tener en cuenta estos aspectos al momento de diseñar 
los protocolos experimentales para evitar la variabilidad de los niveles obtenidos y un posible 
enmascaramiento del efecto del estímulo realizado. La principal ventaja que posee c-Fos como marcador 
de activación neuronal es que resulta altamente sensible y fácilmente identificable en neuronas 
estimuladas. Además, la expresión basal de c-Fos es muy baja y, al existir una amplia disponibilidad de 
anticuerpos específicos en el mercado, se facilita su utilización como técnica rutinaria. En base a esto, al 
ser un marcador de activación nuclear, puede ser fácilmente combinado con otras técnicas IHQs de 
marcación citoplasmática para evaluar la activación transcripcional en poblaciones neuronales específicas 
(Kovacs, 2008). A pesar de que c-Fos es un marcador de activación neuronal inespecífico, su utilización 
resultó sumamente útil en nuestros estudios debido a que en la literatura están bien establecidos los 
cambios en la actividad neuronal en el ARC y en el NPV en respuesta a las administraciones de ghrelina 
en roedores (Hewson and Dickson, 2000, Ruter et al., 2003, Kobelt et al., 2008, Cabral et al., 2014). Es 
importante tener en cuenta que la expresión de c-Fos también se puede dar en células activadas 
indirectamente por los circuitos neuronales que regula la hormona ghrelina (Edwards and Abizaid, 2017). 
Otro aspecto a considerar es que la falta de expresión de c-Fos no necesariamente indica que un 
determinado grupo celular no esté implicado en la respuesta a un estímulo o incluso que se haya activado 
eléctricamente, de forma tal  que no haya cambios en los niveles de este marcador debe ser interpretado 
cuidadosamente (Kovacs, 2008).  
Para detectar la presencia de GHSR, utilizamos una variante fluorescente de ghrelina denominada 
F-ghrelina. Debido a que GHSR posee una elevada homología estructural en sus 7TM con los demás 
receptores acoplados a proteína G, no existe a la fecha anticuerpos específicos y confiables que puedan 
ser utilizados para su estudio. Los extremos C- y N-terminal de GHSR serían dianas interesantes para la 
generación de anticuerpos ya que sus estructuras son más específicas en cada receptor. Sin embargo, la 
región C-terminal depende ampliamente de la activación de las rutas de señalización intracelulares, 
resultando una región inadecuada para la generación de anticuerpos específicos. De manera 
complementaria, la región N-terminal se presenta como una región peptídica muy corta que genera una 





anticuerpos dirigidos contra GHSR, es conocido en el campo de la ghrelina que ninguno de ellos es 
adecuado para detectar específicamente la presencia de este receptor mediante técnicas IHQs. Por lo 
tanto, algunas alternativas para visualizar las células que expresan GHSR incluyen el uso de técnicas de 
hibridación in-situ o el uso de ratones modificados genéticamente que expresen GFP bajo el control del 
promotor del gen ghsr (GHSR-eGFP). Como se indicó anteriormente, la técnica de hibridación in situ nos 
permitiría la detección del ARNm de GHSR, sin embargo, nos limita en el estudio de los niveles proteicos 
de GHSR a nivel celular. Por el otro lado, el ratón GHSR-eGFP brinda la ventaja de poder visualizar 
fácilmente las poblaciones neuronales donde se expresa el GHSR, sin embargo, su uso en este trabajo no 
resultó viable debido al bajo nivel reportado de co-expresión de la proteína reportera eGFP con el ARNm 
de GHSR en el hipotálamo (Mani et al., 2014). Por esta razón, en este trabajo de Tesis Doctoral utilizamos 
un ensayo de unión de F-ghrelina como herramienta para evidenciar indirectamente la presencia de GHSR. 
La F-ghrelina es un análogo de ghrelina con una incorporación de una molécula fluorescente en su extremo 
C-terminal que retiene su capacidad de unión a GHSR y muestra una bioactividad similar a la ghrelina 
intacta (Leyris et al., 2011, McGirr et al., 2011, Cabral et al., 2013). La puesta a punto del uso de F-ghrelina 
como trazador requirió la realización de varios controles de especificidad que describimos en detalle en un 
artículo de nuestro laboratorio (Cabral et al., 2013). El uso de esta técnica nos dio la posibilidad de ampliar 
los resultados obtenidos con las determinaciones de ARNm estudiando los niveles proteicos de GHSR 
tanto a nivel somático como pre-sináptico en el cerebro sin la necesidad de utilizar un anticuerpo para su 
detección. Además, por todo lo anteriormente dicho, utilizamos un análogo de la DAG fluorescente para 
detectar la presencia de su receptor por unión del ligando. Esta técnica fue extremadamente valiosa en el 
desarrollo de este trabajo, debido a que en la actualidad el receptor de DAG es aún desconocido. 
Otro punto importante en el desarrollo de este trabajo fue la utilización de IHQs para visualizar las 
neuronas peptidérgicas. Dichas neuronas almacenan los neuropéptidos sintetizados en gránulos 
secretorios que envían a sus terminales axonales para su posterior liberación. Como muchos de los 
anticuerpos utilizados contra los neuropéptidos reconocen el péptido maduro, la señal-IR se visualiza 
generalmente con una localización en fibras y muy pocos cuerpos neuronales. Una estrategia muy utilizada 
para visualizar los cuerpos de neuronas peptidérgicas consiste en pre-tratar a los animales con colchicina, 
un fármaco antimitótico que inhibe la polimerización de los microtúbulos uniéndose a la tubulina. El pre-
tratamiento con colchicina bloquea el transporte vesicular, generando una acumulación peptídica en los 
cuerpos neuronales permitiendo su visualización mediante IHQ (Kreutzberg, 1969). Dado que la colchicina 
constituye por sí mismo un estímulo estresante que resulta en la inducción de c-Fos en el cerebro 
(Ceccatelli et al., 1989), no es posible el estudio de la activación neuronal durante el ayuno mediante 
dobles tinciones en estas condiciones. Sin embargo, la producción peptídica elevada de varios 
neuropéptidos con el ayuno nos permitió la visualización directa de los cuerpos neuronales sin la necesidad 
de realizar ninguna estrategia adicional. 
Todas las metodologías y técnicas utilizadas en este trabajo de Tesis Doctoral, a sabiendas de sus 
ventajas y desventajas, nos permitieron un abordaje adecuado de los objetivos estipulados tratando de 





Capítulo 1. Estudio del rol modulador de la señalización del sistema ghrelina/GHSR en la hiperfagia 
compensatoria inducida por ayuno. 
En el primer capítulo de este trabajo confirmamos que los ratones realizan una hiperfagia 
compensatoria luego de un evento de ayuno severo. La hiperfagia observada se mantuvo durante varios 
días y luego los animales retornaron a sus niveles basales de consumo de alimento diario, tal como había 
sido previamente reportado (Erickson et al., 1996, Pedroso et al., 2016). Asimismo, resultó interesante 
observar que la cantidad extra de calorías ingeridas durante el período de hiperfagia compensó la cantidad 
de calorías que los ratones no consumieron durante el período de ayuno. Esto sugiere que la hiperfagia 
compensatoria desarrollada dependería principalmente del control homeostático de la alimentación y de 
los circuitos neuronales hipotalámicos que se encuentran estrechamente relacionados con el control del 
balance energético.  
Los ratones expuestos a un protocolo de ayuno-realimentación aumentaron su consumo de alimento 
durante la fase de luz y la disminuyeron durante la fase de oscuridad durante los primeros 5 días de 
hiperfagia, en comparación con el consumo de alimento de ratones alimentados ad libitum. Por otro lado, 
los patrones de actividad locomotora mostraron un cambio que se manifestó en un aumento de la actividad 
preferencialmente en la fase de luz durante el ayuno y una marcada hipoactividad durante los primeros 3 
días de realimentación principalmente en la fase de oscuridad. Estos resultados son respaldados por 
trabajos previos en los cuales también observaron un aumento de la actividad durante la fase de luz en 
ratones ayunados (Williams et al., 2002, Kanizsai et al., 2009). Estas observaciones se podrían asociar 
principalmente a un comportamiento de búsqueda de comida durante el período de luz (Gelegen et al., 
2006). De manera contraria, la reducción de la actividad locomotora observada durante la realimentación 
podría estar contribuyendo en gran medida a la disminución del gasto energético, el cual, asociado a un 
estado de hiperfagia, es consistente con el aumento del peso corporal observado en la misma ventana 
temporal. 
En este trabajo, también corroboramos que los niveles de ghrelina en plasma aumentan durante un 
ayuno, tal como había sido reportado previamente (Ariyasu et al., 2001, Guo et al., 2008, Goldstein et al., 
2011). Asimismo, observamos un incremento en los niveles de DAG en plasma, observando que la relación 
DAG:ghrelina se mantuvo constante con el ayuno. Esto sugeriría que el déficit energético incrementa los 
niveles de ghrelina plasmática, la cual, por desacilación, genera DAG. La DAG, a su vez, debería 
eliminarse en la misma proporción para mantener la relación DAG:ghrelina estable. Por otro lado, 
observamos una rápida disminución en los niveles plasmáticos de ambos péptidos con el comienzo de la 
realimentación, lo cual resulta esperado debido su corta vida media en circulación (Akamizu et al., 2004). 
El descenso de la ghrelina en el período post-prandial se encuentra asociado a la cantidad de calorías 
consumidas, indicando un papel relevante de la composición de los alimentos consumidos como 
reguladores de los niveles de ghrelina en plasma (Muller et al., 2015). De igual manera, estudios previos 
respaldan nuestras observaciones mostrando que los valores de ghrelina en plasma vuelven a los valores 
basales a las pocas horas de realimentación en ratas ayunadas (Guo et al., 2008, Zizzari et al., 2011, 
Steyn et al., 2012). Por otro lado, también obtuvimos una disminución en plasma tanto de la glucosa como 





había sido reportado previamente (Kmiec et al., 2005). Estos resultados fueron esperables debido a que, 
como habíamos mencionado en la Introducción, el ayuno conduce a una respuesta hormonal y metabólica 
adaptativa, que incluye en primer lugar el consumo de los hidratos de carbono y una consecuente 
disminución de la glucosa circulante, para luego comenzar a utilizar los ácidos grasos y cetonas en la 
producción de energía.  
En este trabajo también estudiamos el impacto que genera el protocolo de ayuno-realimentación 
sobre la expresión hipotalámica de GHSR. Estudios previos ya habían reportado que el nivel de ARNm de 
GHSR se encuentra elevado en extractos de hipotálamo de roedores ayunados (Kim et al., 2003, Luque 
et al., 2007, Henry et al., 2015). En este trabajo de Tesis Doctoral ampliamos estos resultados realizando 
un estudio neuroanatómico detallado de los núcleos hipotalámicos en donde ocurre este aumento. De esta 
manera, encontramos que tanto el nivel de ARNm de GHSR como los sitios de unión a ghrelina 
aumentaron en el ARC de ratones ayunados, sugiriendo que el aumento de la expresión génica 
efectivamente culminó en la biosíntesis proteica de GHSR. Este aumento del nivel del ARNm de GHSR en 
el ARC se correlaciona con algunos estudios previos llevados a cabo en ratones y ratas ayunadas 
(Nogueiras et al., 2004, Lopez Soto et al., 2015). Además, estudios más recientes, han mostrado que la 
expresión del ARNm de GHSR aumenta ~3,4 veces con el ayuno exclusivamente en las neuronas 
NPY/AgRP de este núcleo (Henry et al., 2015, Yasrebi et al., 2016). El uso de la técnica de unión de F-
ghrelina nos permitió inferir la localización celular de GHSR, mostrando que este receptor aumentaría 
principalmente en una localización pre-sináptica. Por otro lado, pudimos mostrar que el número de células 
fluoresceína+ no se vio modificado con el ayuno, mostrando un patrón de células consistente con los 
estudios anteriores de distribución del ARNm de GHSR en el cerebro de ratón (Zigman et al., 2006). La 
unión de ghrelina ya ha sido documentada previamente en terminales sinápticas GABAérgicas y de NPY 
dentro del ARC y de sus núcleos blanco (por ejemplo, el NPV), donde los canales de calcio pre-sinápticos 
regulan la vía de liberación de neurotransmisores (Cowley et al., 2003, Atasoy et al., 2012, Lopez Soto et 
al., 2015, Cabral et al., 2016). Sin embargo, el aumento de GHSR en terminales pre-sinápticas dentro del 
ARC con el ayuno no había sido reportado hasta ahora. Consideramos que estos resultados deberían ser 
corroborados en un futuro mediante IHQs dobles contra marcadores pre-sinápticos. 
Las neuronas NPY/AgRP expresan altos niveles de GHSR y son un blanco clave en la señalización 
de la ghrelina. Dado que los niveles de GHSR en el ARC y los niveles de ghrelina en plasma aumentan 
durante el ayuno, estudiamos si dichos cambios afectan la biosíntesis de estos neuropéptidos en el ARC. 
El ayuno incrementó los cuerpos celulares NPY+ y AgRP+ en el ARC sin la necesidad de realizar ningún 
tratamiento para mejorar su visualización. Estas observaciones, junto con el hecho de que los niveles de 
ARNm de NPY y de AgRP también incrementaron con el ayuno, nos permiten sugerir que la biosíntesis 
peptídica de estos neuropéptidos se encuentra incrementada. Por lo tanto, y dado que el nivel de ARNm 
y el número de células POMC+ disminuyeron con el ayuno, podríamos inferir que el incremento de la 
señalización de GHSR inducido por ayuno promueve la activación de las neuronas NPY/AgRP del ARC, 
las cuales, a su vez, inhiben a las neuronas POMC del mismo núcleo (Cowley et al., 2003, Atasoy et al., 
2012).  





basales al segundo día de realimentación, mientras que la densidad de los sitios de unión a F-ghrelina 
dentro del ARC continuó elevada y retornó a los niveles basales recién al cuarto día de realimentación. 
Del mismo modo, el nivel de NPY se mantuvo elevado durante este mismo período de tiempo, mientras 
que el nivel de POMC volvió inmediatamente a sus niveles basales al finalizar el ayuno. Según nuestra 
revisión bibliográfica, la vida media in vivo del ARNm y de la proteína de GHSR no ha sido estudiada 
previamente. Dado que la vida media de otros receptores acoplados a proteína G como el receptor k-
opioide ha sido estimada en varios días (Polter et al., 2017) es razonable pensar que el ARNm de GHSR 
en el ARC vuelve a valores basales cuando el período de ayuno termina, mientras que los niveles proteicos 
de GHSR permanecen elevados por un período de tiempo más prolongado. En este caso, podríamos inferir 
sobre la existencia de algún mecanismo de regulación a nivel post-traduccional compensatorio de 
estabilización de GHSR que lo proteja de la degradación o del reciclado. El incremento de los niveles de 
GHSR en neuronas NPY/AgRP del ARC durante los primeros 4 días de realimentación podrían impactar 
sobre la biosíntesis de NPY y AgRP y, en consecuencia, ser los responsables del elevado consumo de 
alimento durante este período.  
Con la finalidad de estudiar si los cambios neuronales y comportamentales que ocurren con el ayuno 
dependen de la señalización del sistema ghrelina/GHSR, manipulamos este sistema mediante dos 
estrategias complementarias: una genética, utilizando animales GHSR(-/-) y ghrelina-KO, y otra 
farmacológica, utilizando animales WT tratados con moduladores específicos de GHSR. Los animales 
GHSR(-/-) expuestos a un protocolo de ayuno-realimentación también mostraron una hiperfagia 
compensatoria inducida por ayuno; sin embargo, ésta fue un 15% menor cuando se comparó el consumo 
de alimento acumulado durante todo el período de realimentación respecto al de sus hermanos WT, no 
observándose diferencias sustanciales en los pesos corporales. Estos resultados no son inesperados, ya 
que existen varios sistemas hormonales (como la leptina, (Pedroso et al., 2016)) y metabólicos (como la 
glucosa (Becskei et al., 2008b)) que se encuentran involucrados en mecanismos responsables de la 
ingesta de alimentos relacionadas a la homeostasis del peso corporal (Karatsoreos et al., 2013). Por otro 
lado, es importante resaltar que la diferencia en la ingesta de alimentos entre los distintos genotipos fue 
estadísticamente significativa solo cuando realizamos la comparación de los valores acumulados en los 5 
días de realimentación y no cuando se compararon las ingestas diarias. Esto probablemente se deba a 
que las diferencias asociadas a los distintos genotipos son pequeñas y nos dificultan la capacidad de 
detectar diferencias sutiles en la ingesta diaria (Ellacott et al., 2010). A su vez, tal como hemos mencionado 
en la Introducción de este trabajo, ha sido reportado que el estrés afecta los comportamientos relacionados 
con el consumo de alimento y que la señalización de ghrelina modula la respuesta al estrés (Chuang et 
al., 2011, Cabral et al., 2012, Spencer et al., 2012). Por lo tanto, la menor hiperfagia inducida por ayuno 
observada en animales GHSR(-/-) podría resultar de una diferente susceptibilidad al estrés inducido por 
ayuno en estos animales. Es importante mencionar que otros autores como Sun et al. no han detectado 
diferencias en el consumo de alimento entre animales WT y GHSR(-/-) expuestos a un protocolo de ayuno-
realimentación similar al que usamos en este trabajo (Sun et al., 2008). Sin embargo, este estudio fue 
realizado con animales previamente alimentados con dieta alta en grasa que pesaban alrededor de 40-
45g, mientras que en nuestro trabajo usamos ratones jóvenes de 22-25g de peso corporal alimentados 





a adaptarse a cambios metabólicos (Steinhagen-Thiessen et al., 1981), es posible pensar que estas 
diferencias puedan explicar los distintos resultados obtenidos en ambos experimentos.  
Los animales GHSR(-/-) ayunados mostraron menores incrementos en los niveles de NPY, de AgRP 
y en la activación neuronal indicada por c-Fos, respecto de sus hermanos WT en las mismas condiciones 
experimentales. Esto implicaría que la señalización del sistema ghrelina/GHSR es necesaria para la 
activación completa del ARC ante un evento de ayuno, lo cual impactaría sobre la biosíntesis peptídica de 
NPY/AgRP desencadenando, a su vez, un menor consumo de alimento durante el período de 
realimentación. De forma complementaria a este estudio, utilizamos ratones de la cepa NPY-GFP (van 
den Pol et al., 2009) los cuales cruzamos con ratones GHSR(-/-) para generar animales GHSR(-/-)/NPY-
GFP. Como mencionamos anteriormente, las neuronas NPY no son fáciles de identificar morfológicamente 
en un animal alimentado y por ello el empleo de esta cepa resultó sumamente valiosa para la visualización 
y estudio de estas neuronas. Dado que, como comentamos previamente, esta cepa reportera se generó 
por la inserción al azar de un cromosoma bacteriano artificial conteniendo una construcción con la proteína 
GFP bajo el promotor de NPY, podría haber sido posible la pérdida de las secuencias reguladoras del gen 
de NPY durante la inserción del transgen. Sin embargo, el ayuno incrementó la medida de intensidad de 
señal fluorescente verde en el ARC lo que podría indicar que efectivamente ocurrió un incremento 
transcripcional del gen npy y en consecuencia, un aumento en la biosíntesis de este péptido en el ARC. 
Por lo tanto, todas estas observaciones nos permitieron inferir que la señalización del sistema 
ghrelina/GHSR es requerida para desarrollar un evento hiperfágico completo luego de un ayuno. 
Debido a que los animales GHSR(-/-) pueden presentar compensaciones propias del modelo 
genético, utilizamos, además, animales WT tratados con moduladores específicos de GHSR. De acuerdo 
a lo mencionado en la Introducción de este trabajo, estudios in vitro usando sistemas de expresión 
heteróloga mostraron que GHSR presenta una elevada e inusual actividad constitutiva a través de la cual 
activa cascadas de señalización intracelulares con aproximadamente el 50% de su capacidad máxima en 
ausencia de la ghrelina (Holst et al., 2003, Damian et al., 2012, Lopez Soto et al., 2015, Mustafa et al., 
2017). También se ha reportado que la señalización constitutiva afecta la secreción de GH en adenomas 
somatotropos humanos in vitro (Mear et al., 2013). Sin embargo, aún es desconocido si esta señalización 
de GHSR independiente de la ghrelina juega un rol in vivo. Como ya mencionamos, se conocen algunas 
mutaciones naturales de GHSR en humanos que bloquean su actividad constitutiva y están asociadas a 
un síndrome familiar de baja estatura, sugiriendo que la actividad constitutiva de GHSR podría ser 
fisiológicamente relevante (Pantel et al., 2006, Inoue et al., 2011). Además, se ha mostrado previamente 
que algunas manipulaciones genéticas y farmacológicas del sistema ghrelina/GHSR en modelos animales 
han generado evidencias circunstanciales de que la actividad constitutiva de GHSR participaría en la 
regulación del consumo de alimento y del peso corporal. Sin embargo, estas observaciones han sido 
inconsistentes en condiciones de alimentación ad libitum. 
Nuestros resultados mostraron que los ratones ghrelina-KO y los ratones administrados 
centralmente con dos antagonistas de GHSR, diferentes y no relacionados entre sí, presentaron una 
hiperfagia compensatoria similar a la de los ratones administrados con vehículo luego de un evento de 





ejemplo, administraciones con aptámeros del ARN de ghrelina, anticuerpos anti-ghrelina, antagonistas de 
GHSR) mostraron que la acción de la ghrelina endógena es requerida para la hiperfagia inducida por ayuno 
(Nakazato et al., 2001, Becskei et al., 2008a, Mayorov et al., 2008, Perello et al., 2010, Zakhari et al., 2012, 
Thomas et al., 2016). La razón de las discrepancias encontradas entre los estudios previos y nuestro 
trabajo es desconocida, aunque posiblemente pueda atribuirse al diseño experimental usado en cada caso 
(por ejemplo, dosis utilizadas, administración, protocolo) el cual es un factor crítico que impacta en los 
resultados. A nuestro entender, los estudios previos no han sido realizados con el cuidado necesario como 
para descartar que haya efectos adversos de los ligandos de GHSR y bloqueadores de ghrelina utilizados. 
La toxicidad es siempre una preocupación cuando las drogas se administran centralmente y es 
especialmente relevante cuando se estudia un efecto inhibitorio sobre la ingesta, ya que el mismo podría 
ser secundario a los efectos adversos de la manipulación farmacológica. En nuestro trabajo, pusimos 
cuidadosamente a punto las dosis a utilizar y tratamos a los ratones con la máxima dosis de antagonistas 
que no produjeron toxicidad, para descartar cualquier efecto no específico de los compuestos sobre la 
ingesta de alimentos. Bajo estas condiciones experimentales, los antagonistas de GHSR bloquearon de 
manera parcial el efecto orexigénico de ghrelina administrada exógenamente. El hecho de que dos 
antagonistas de GHSR no relacionados y que también la deficiencia de la ghrelina endógena no afecten 
la hiperfagia compensatoria inducida por ayuno, sugiere que la activación de GHSR evocada por ghrelina 
no es requerida para este tipo de comportamiento. 
De manera interesante, encontramos que los ratones que fueron administrados centralmente con el 
péptido K-(D-1-Nal)-FwLL-NH2 presentaron una hiperfagia compensatoria menor en comparación con los 
animales tratados con vehículo. Es importante destacar que el grado en el que este tratamiento impactó 
en la actividad constitutiva de GHSR no se puede medir directamente, sin embargo, la observación de que 
los ratones WT tratados con K-(D-1-Nal)-FwLL-NH2 y los ratones GHSR(-/-) mostraran una reducción 
similar en la hiperfagia inducida por ayuno sugiere que este compuesto podría estar afectando 
exclusivamente la actividad de GHSR. Es interesante destacar que los ratones ayunados fueron tratados 
con K-(D-1-Nal)-FwLL-NH2 durante el período de ayuno y que, debido a ello, presentaron menores 
incrementos proteicos de NPY, AgRP y c-Fos en el ARC al final del período de ayuno.  Esto nos sugiere 
que la actividad de GHSR parece tener un rol importante durante los períodos de ayuno y realimentación. 
El hecho de que el péptido K-(D-1-Nal)-FwLL-NH2 no afectó el consumo de alimento nocturno en animales 
GHSR(-/-) remarca que los efectos fueron específicos. Cabe destacar que el K-(D-1-Nal)-FwLL-NH2 
bloquea parcialmente el consumo de alimento inducido por ghrelina, sugiriendo que este ligando también 
presenta propiedades de antagonista. Dada la alta actividad constitutiva de GHSR, se deberían tener en 
cuenta tanto las propiedades como antagonistas y como agonistas inversos cuando se testean ligandos 
de GHSR como potenciales drogas de uso clínico. 
En este trabajo, encontramos algunas evidencias de que la disminución de la señalización de GHSR 
en ratones disminuye la hiperfagia posterior a un evento de ayuno. Sin embargo se necesitarán más 
estudios para probar si la señalización de GHSR también contribuye en los mecanismos que controlan el 
peso corporal luego de una restricción calórica severa. En base a esto, resulta interesante mencionar un 
estudio reciente donde mostraron que la supresión de la señalización de ghrelina en ratones obesos 





actualidad (Chen et al., 2017). Por lo tanto, los tratamientos que bloquean la señalización constitutiva de 
GHSR podrían ayudar a mantener un consumo de alimento reducido luego de una dieta para contribuir en 
el mantenimiento del peso corporal a largo plazo en pacientes obesos expuestos a una dieta (Cameron et 
al., 2014). También, se necesitaran estudios adicionales para probar si la supresión de la señalización del 
sistema ghrelina/GHSR es además útil para tratar otros trastornos de la conducta alimentaria relacionados 
a este sistema, como los trastornos por atracón (Geliebter et al., 2008, Valdivia et al., 2015). Así, los 
resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral utilizando modelos animales podrían ser útiles para diseñar 
nuevos estudios que ayuden a generar aplicaciones clínicas del sistema ghrelina/GHSR en un futuro 
cercano. 
 
Capítulo 2. Estudio del rol modulador de la señalización del sistema ghrelina/GHSR en la activación 
de las neuronas CRF hipofisiotrópicas en una condición de ayuno  
El eje HHA es uno de los ejes neuroendocrinos más importantes encargados de mantener la 
homeostasis corporal, siendo las neuronas CRF del NPV las principales responsables de la estimulación 
del eje. Ante una situación de ayuno severo, la activación de este eje es relevante, por ejemplo, para el 
reclutamiento de los mecanismos responsables del mantenimiento de la glucemia. Durante el desarrollo 
de este trabajo, encontramos que tanto la producción de CRF en el NPV como los niveles de 
glucocorticoides en plasma aumentaron durante el ayuno de 48 hs. Estudios previos ya habían mostrado 
que el nivel de ARNm de CRF aumenta en el hipotálamo de roedores ayunados por 48 hs (Luque et al., 
2007); sin embargo, los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis Doctoral muestran que también 
ocurre un aumento en la síntesis peptídica de CRF. La activación del eje HHA que observamos en los 
ratones ayunados parece depender directamente de la activación de las neuronas CRF debido a que 
dichas neuronas no se encontraron transcripcionalmente inhibidas por los mecanismos de retro-inhibición 
negativa que median los glucocorticoides. Estos mecanismos resultan fundamentales en la finalización de 
la respuesta del eje HHA, y han sido identificadas dos tipos de respuestas en distintas ventanas 
temporales: una rápida, en la que los glucocorticoides inhiben la secreción de CRF desde el  NPV y de 
ACTH en la hipófisis anterior; y una retardada, que implica la inhibición inducida por los glucocorticoides 
de la expresión de CRF en el NPV, como así también la supresión de la transcripción del gen POMC, 
precursor de ACTH, en las células corticotropas hipofisarias (Tasker and Herman, 2011, Gjerstad et al., 
2018). Cabe mencionar que otros estudios han mostrado una elevación de los glucocorticoides plasmáticos 
ante un evento de ayuno menos prolongado, sin encontrar aumentos del ARNm de CRF en el hipotálamo, 
posiblemente como consecuencia de la retro-inhibición negativa ejercida por los glucocorticoides (Watts, 
2005, Luque et al., 2007). En base a esto, nuestras observaciones sugerirían que el eje HHA se encuentra 
activado durante un ayuno de 48 hs debido a la activación de las neuronas CRF que presentan una 
desensibilización a la acción inhibitoria de los glucocorticoides.  
Ha sido ampliamente reportado en la literatura que el NPV se encuentra fuertemente regulado por 
inervaciones provenientes del ARC, uno de los principales núcleos orquestadores del balance energético 





neuronas NPY/AgRP inervan a las neuronas CRF para modular su función (Liposits et al., 1988). Por 
ejemplo, algunos estudios han mostrado que la administración de NPY en ratas incrementa rápidamente 
la síntesis y liberación de CRF así como también los niveles plasmáticos de corticosterona (Suda et al., 
1993, Dimitrov et al., 2007). Por esta razón, y debido a que en el primer capítulo de este trabajo 
observamos que con un ayuno de 48 hs ocurre un aumento en la biosíntesis peptídica de NPY/AgRP en 
el ARC, en esta segunda parte estudiamos si la activación de las neuronas CRF hipofisiotrópicas con el 
ayuno es consecuencia de un aumento del tono de NPY/AgRP al NPV. Estudios previos respaldan esta 
posibilidad al mostrar que ratones NPY(-/-) muestran un menor nivel de ARNm para CRF en respuesta a 
un ayuno de 48 hs (Luque et al., 2007). Para evaluar esta hipótesis, realizamos un análisis cuantitativo 
digital de las proyecciones NPY/AgRP en la zona compacta del NPV enriquecida en neuronas CRF de 
ratones sometidos a un ayuno de 48 hs. Para esto, utilizamos técnicas IHQs contra cada neuropéptido y, 
en estas condiciones, observamos que la intensidad y el área de la señal NPY+ y AgRP+ aumentaron con 
el ayuno en el NPV. Estos resultados se condicen con estudios previos que reportaron un aumento de la 
liberación de NPY en explantes de NPV de ratones sometidos a un déficit energético (Dube et al., 1992). 
Nuestras observaciones no nos permiten discriminar si durante el ayuno aumenta el número de nuevas 
inervaciones desde el ARC al NPV o si fibras pre-existentes provenientes del ARC comienzan a ser 
detectadas debido al aumento de la biosíntesis peptídica observada en el ARC. Para discriminar entre 
estas dos posibilidades, utilizamos nuevamente a los ratones NPY-GFP. Como detallamos anteriormente, 
este modelo presenta la ventaja de que todas las neuronas NPY en el ARC y sus proyecciones son 
visualizadas independientemente si los animales se encuentran alimentados o ayunados (Figura 14). 
Nuestros resultados indicaron que tanto la intensidad como el área de las aferencias neuronales GFP+ en 
el NPV aumentaron durante el ayuno en estos animales, indicando que el ayuno no sólo aumenta la 
biosíntesis de los principales neuropéptidos orexigénicos del ARC, sino que también induciría la formación 
de nuevas inervaciones axonales desde el ARC hacia el NPV. Estos resultados son congruentes con 
algunos estudios recientes que han sugerido que los circuitos neuronales hipotalámicos pueden ser muy 
versátiles para adaptarse a diferentes situaciones de balance energético (Zeltser et al., 2012, Khan et al., 
2014, Klockars et al., 2018). Particularmente, se ha mostrado que tanto las neuronas POMC como las 
neuronas NPY/AgRP del ARC muestran una importante plasticidad sináptica en respuesta al estado 
metabólico (Dietrich and Horvath, 2013). Además, el ayuno también aumenta el número de espinas 
dendríticas en las neuronas NPY/AgRP las cuales disminuyen gradualmente cuando los animales son 
realimentados (Yang et al., 2011, Liu et al., 2012). Esto nos permite inferir que ante un desafío 
homeostático, como el ayuno, los circuitos neuronales que conectan el ARC con el NPV serían capaces 
de mostrar respuestas dinámicas para readaptar su capacidad de respuesta y promover la supervivencia 
en situaciones de baja disponibilidad de nutrientes. Por este motivo, resultaría sumamente interesante 
complementar nuestras observaciones con el uso de otras metodológicas como experimentos de 
marcación retrógrada o anterógrada con compuestos fluorescentes o mediante el uso de trazadores 
neuronales de origen viral. 
Un aspecto importante a destacar es que la intensidad y el área de señal-IR de las fibras POMC+ 
en el NPV no fue diferente entre animales alimentados y ayunados a pesar de haberse encontrado 





disminuye en el ARC en condiciones de ayuno ya había sido mostrado previamente (Perello et al., 2007), 
la cual se debe, en parte, a la inhibición GABAérgica que las neuronas NPY/AgRP ejercen sobre ellas 
(Cowley et al., 2001, Tong et al., 2008). La razón por la que no detectamos un descenso en el nivel de 
POMC en el NPV de los animales ayunados es desconocida. A pesar de no poder descartar una dificultad 
técnica en el diseño experimental usado, como por ejemplo, sensibilidad del anticuerpo utilizado o la forma 
de revelado del mismo, estudios previos han mostrado que la secreción de POMC y ACTH en extractos 
hipotalámicos al igual que su concentración en el líquido cefalorraquídeo disminuyen en ratas que fueron 
ayunadas, sugiriendo que la secreción de dichos péptidos podría disminuir durante el ayuno (Pritchard et 
al., 2003). Además, Cyr et al. han mostrado que la administración central de NPY inhibe el clivaje de POMC 
a α-MSH y su posterior liberación en el NPV (Cyr et al., 2013). Por lo tanto, y dado que durante el ayuno 
ocurre un incremento de la biosíntesis de NPY en el ARC y un aumento de sus proyecciones hacia el NPV, 
es razonable proponer que el aumento del tono de NPY podría estar inhibiendo no sólo la síntesis de 
POMC sino también su liberación en el NPV, generando una acumulación del mismo en las terminales 
sinápticas. 
Para determinar si el aumento de la biosíntesis y la activación de las neuronas CRF es consecuencia 
del aumento de las inervaciones de las neuronas NPY/AgRP del ARC al NPV, utilizamos animales con el 
ARC-lesionado. Tal como fue mostrado en la sección de resultados, utilizamos animales jóvenes, con 
valores de ingesta de alimento y peso corporal similares al grupo control, y con una lesión especifica del 
ARC. La lesión produjo un descenso significativo del número total de células del ARC y, particularmente, 
de las neuronas NPY/AgRP. En estas condiciones, obtuvimos una reducción de aproximadamente el 60% 
de las inervaciones de las neuronas AgRP al NPV en los animales con el ARC-lesionado, respecto de los 
animales con el ARC-intacto en condiciones basales. Esta reducción en las inervaciones de AgRP al NPV 
resultó mayor que los valores previamente informados para las inervaciones de NPY al NPV en animales 
generados con el mismo protocolo (Cabral et al., 2016). Dichas diferencias podrían deberse a que las 
fibras productoras de NPY que inervan al NPV no sólo provienen del ARC, sino también del NTS que no 
resulta afectado por la lesión (Sawchenko et al., 1985). Nuestros resultados indicaron que los animales 
ayunados con el ARC-lesionado no presentaron un aumento de las inervaciones AgRP al NPV ni tampoco 
presentaron una activación ni un aumento en la biosíntesis del CRF en este núcleo. Se ha reportado 
recientemente que los niveles de ghrelina plasmáticas en los animales con el ARC-lesionado durante un 
ayuno no difieren de los valores cuantificados en animales ayunados con el ARC-intacto (Li et al., 2018), 
por lo que podemos decir que los resultados obtenidos en nuestros experimentos no se deben a una 
disminución de los valores de ghrelina plasmáticos como consecuencia de la lesión. En conclusión, 
nuestros resultados indican que la activación de las neuronas CRF del NPV en una situación de ayuno 
requiere de la presencia de las neuronas AgRP/NPY del ARC. 
En relación a estos resultados es interesante discutir un estudio previo llevado a cabo en nuestro 
laboratorio en el cual la administración sistémica de ghrelina es capaz de activar las neuronas CRF del 
NPV en ausencia del ARC (Cabral et al., 2016). A pesar de que estas observaciones pueden resultar 
contradictorias, existen diferencias experimentales que pueden explicar dicha discrepancia. En primer 
lugar, el estudio previo fue realizado en un contexto farmacológico ya que se usó una dosis de ghrelina 





un pico agudo (~17 veces respecto de los animales inyectados con vehículo) inmediatamente después de 
la administración, que disminuye rápidamente a los niveles basales al cabo de unos minutos. Por 
consiguiente, esta estrategia experimental imita temporalmente un aumento patológico de la hormona. En 
un contexto fisiológico, como un ayuno de 48 hs, los aumentos endógenos de la hormona son 
significativamente menores (~2 veces respecto de los animales alimentados (Figura 8)) y ocurren con una 
cinética mantenida durante la totalidad del ayuno. El análisis combinado de ambos estudios indicaría que 
aumentos suprafisiológicos de la concentración de la ghrelina en plasma pueden activar las neuronas CRF 
del NPV en ausencia del ARC actuando directamente a nivel pre-sináptico; sin embargo, en una situación 
de ayuno de 48 hs, cuando el aumento de la concentración de ghrelina en plasma es menor, la presencia 
del ARC es necesaria para activar las neuronas CRF del NPV en respuesta al ayuno. Por otro lado, como 
mostramos en el Capítulo 1, durante un ayuno de 48 hs la expresión de GHSR en el ARC aumentó ~3 
veces respecto de un animal alimentado, por lo que sería probable que la lesión del ARC impacte 
directamente sobre los niveles de GHSR en este núcleo y sobre los niveles de GHSR pre-sinápticos de 
estas neuronas en el NPV, disminuyendo de esta manera, la activación de las neuronas CRF.  Por otro 
lado, como pudimos observar en este trabajo, durante el ayuno ocurren readaptaciones en los circuitos 
neuronales hipotalámicos que facilitan la integración del ARC con el NPV modificando su capacidad de 
respuesta. De esta manera, el ARC pasaría a cumplir un rol fundamental durante el ayuno que 
posiblemente no pudo ser puesto de manifiesto cuando se estudió el efecto de  la ghrelina en una condición 
de alimentación ad libitum. 
Posteriormente, estudiamos si el aumento de las inervaciones NPY/AgRP al NPV depende de la 
señalización del sistema ghrelina/GHSR. Para llevar a cabo este estudio, nuevamente recurrimos al uso 
de dos herramientas complementarias: los animales GHSR(-/-) y animales WT tratados con K-(D-1-Nal)-
FwLL-NH2 durante el período de ayuno. En los animales GHSR(-/-) ayunados, las aferencias de las 
neuronas NPY/AgRP hacia el NPV no aumentaron con respecto a los animales GHSR(-/-) alimentados ad 
libitum. Esto se correlaciona con la disminución en la biosíntesis peptídica de ambos neuropéptidos en el 
ARC descriptos en el Capítulo 1. De esta manera, podríamos sugerir que las adaptaciones en las 
inervaciones del ARC al NPV inducidas por ayuno dependen de la señalización del sistema 
ghrelina/GHSR. Es indispensable señalar, que en los animales GHSR(-/-) detectamos un aumento basal 
de las inervaciones NPY/AgRP del ARC al NPV cuando utilizamos tanto herramientas IHQs como cuando 
usamos ratones GHSR(-/-)/NPY-GFP. Estos resultados no son inesperados debido a que la ghrelina 
participa en los estadíos tempranos del neuro-desarrollo estableciendo las proyecciones hipotalámicas 
que conectan el ARC con el NPV (Bouret et al., 2004). En este sentido, el bloqueo de la señalización de 
la ghrelina en estadios tempranos genera un abrupto incremento de la densidad de proyecciones del ARC 
al NPV (Steculorum et al., 2015), lo cual explicaría porque los animales GHSR(-/-) presentan aumentos 
basales de las proyecciones de las neuronas NPY/AgRP al NPV. Por otro lado, como describimos 
previamente, la eliminación genética de los genes que codifican para la ghrelina o para GHSR produce 
solo pequeñas alteraciones en el fenotipo de estos ratones, los cual sugiere que la ausencia de la 
transcripción de estos genes durante la vida temprana, puede causar mecanismos compensatorios en el 
desarrollo que repercuten en estadíos más tardíos de vida (Sun et al., 2003, Sun et al., 2004, Wortley et 





En los ratones GHSR(-/-) no se observó un aumento en las inervaciones NPY/AgRP del ARC al NPV 
ni un aumento en la biosíntesis y activación de las neuronas CRF con el ayuno. El hecho de que los ratones 
GHSR(-/-) presentaran menores niveles plasmáticos de corticosterona y glucosa respecto de sus 
hermanos WT en las mismas condiciones experimentales, nos permite confirmar que la señalización del 
sistema ghrelina/GHSR cumple un rol esencial en los mecanismos responsables de la activación de las 
neuronas CRF y el eje HHA contribuyendo al mantenimiento de la homeostasis de la glucosa. Estudios 
previos han mostrado que la expresión de GHSR exclusivamente en las neuronas AgRP del ARC es 
suficiente para restaurar completamente el bajo nivel de glucosa plasmática observada luego de una 
restricción calórica (Wang et al., 2014). De esta manera, nuestros estudios indican que la presencia de 
GHSR es necesaria para mediar el aumento de la biosíntesis de NPY/AgRP en el ARC y aumentar las 
proyecciones de estas neuronas hacia el NPV, mecanismos que parecen ser indispensables en la 
activación de las neuronas CRF y el eje HHA. Ya ha sido reportado que los ratones GHSR(-/-) ayunados 
presentan menores niveles de glucosa en sangre como consecuencia de una deficiencia de GH (Sun et 
al., 2004, Zigman et al., 2005). La menor activación del eje HHA en estos ratones durante el ayuno también 
contribuiría a que se genere un menor nivel de glucocorticoides en plasma que, en conjunto, resultan en 
hipoglucemias más severas. Por lo tanto, los resultados obtenidos en este trabajo aportan nuevas 
herramientas para el entendimiento de los mecanismos neuronales por los cuales el sistema 
ghelina/GHSR interviene en la activación de las neuronas CRF y el eje HHA involucrado en la regulación 
de la homeostasis de la glucemia.    
Dado que los ratones GHSR(-/-) muestran adaptaciones hipotalámicas propias del modelo genético 
en condiciones basales que limitan algunas de nuestras interpretaciones, resultaría inapropiado aseverar 
que la ausencia de la activación y del aumento de la biosíntesis de CRF hipotalámico en respuesta al 
ayuno se debió a la ausencia de la señalización del sistema ghrelina/GHSR o a la inhabilidad del sistema 
para sobre-regularse sobre los niveles basales. Por este motivo, complementamos nuestros estudios con 
una herramienta farmacológica utilizando un modulador de la señalización de GHSR en animales WT 
ayunados. Las administraciones centrales de K-(D-1-Nal)-FwLL-NH2 durante la totalidad del período de 
ayuno no sólo disminuyeron la hiperfagia compensatoria en estos animales, sino que también 
disminuyeron la biosíntesis de NPY/AgRP y la activación neuronal del ARC en estas condiciones. Así, 
utilizamos el mismo protocolo descripto detalladamente en el Capítulo 1 para evaluar las aferencias de las 
neuronas AgRP desde el ARC al NPV. Utilizando dicha estrategia también observamos una disminución 
de las aferencias de las neuronas AgRP del ARC al NPV y una menor activación y biosíntesis de CRF. 
Por lo tanto, confirmamos que la señalización del sistema ghrelina/GHSR sería totalmente necesaria para 
la activación de las neuronas CRF y el eje HHA en una situación de ayuno severo. En este punto, resulta 
importante mencionar que el péptido K-(D-1-Nal)-FwLL-NH2 tiene propiedades de agonista inverso y de 
antagonista por lo que no podemos confirmar si su efecto inhibitorio sobre la activación del eje HHA se 
debe al bloqueo de la actividad evocada por ghrelina o de la actividad constitutiva de GHSR. Otro punto a 
tener en cuenta, es que desconocemos si la accesibilidad de la ghrelina al NPV cambia en situaciones de 
ayuno. Investigaciones recientes han postulado que el estado nutricional puede regular la permeabilidad 
de los órganos circunventriculares y de esta manera modular el acceso de las hormonas al cerebro (Langlet 





periféricas de ghrelina son capaces de alcanzar al NPV en animales alimentados (Cabral et al., 2015); sin 
embargo, queda por determinar en un futuro si  la ghrelina es capaz de acceder a zonas más profundas 
del cerebro en una condición de ayuno. De esta manera, nuestros resultados no nos permiten discriminar 
si para la activación de las neuronas CRF del NPV en respuesta a un ayuno de 48 hs es necesaria la 
actividad evocada de ghrelina o la actividad constitutiva en el ARC y/o a nivel pre-sináptico en el NPV. En 
este punto es importante mencionar que aún no hemos podido determinar si los niveles de GHSR en el 
NPV también aumentan con un ayuno de 48 hs. 
Por todo lo anteriormente discutido, este trabajo de Tesis Doctoral nos permitió mostrar que la 
señalización del sistema ghrelina/GHSR es necesaria sólo parcialmente para desarrollar las respuestas 
orexigénicas adaptativas en respuesta a un ayuno severo. Este hecho lo pudimos poner de manifiesto 
usando tanto modelos genéticos con ratones GHSR(-/-) y ratones ghrelina-KO, como con diferentes 
estrategias farmacológicas para modular la actividad de GHSR. En todos los casos, el bloqueo de la 
señalización de GHSR reduce la hiperfagia compensatoria posterior al ayuno alrededor de un 15%. Esto 
indica que la señalización del sistema ghrelina/GHSR es uno de los varios factores más que contribuye en 
el control de los mecanismos responsables de la alimentación en situaciones de balance energético 
negativo. Por el contrario, la señalización del sistema ghrelina/GHSR parece ser fundamental en el control 
del eje neuroendocrino HHA encargado principalmente de la regulación de la homeostasis de la glucemia. 
Esto pudimos evaluarlo mediante el uso de los ratones GHSR(-/-), ratones con el ARC-lesionado y 
mediante estrategias farmacológicas. En todos los casos, el sistema ghrelina/GHSR fue necesario para 
aumentar las proyecciones del ARC al NPV y activar las neuronas CRF y el eje HHA. Por este motivo, se 
puede considerar que ante desafíos homeostáticos severos, la señalización del sistema ghrelina/GHSR 
ejerce una función protectora que previene la hipoglucemia promoviendo, de esta manera, la 
supervivencia. 
Capítulo 3: Estudio del rol modulador de la DAG sobre el sistema ghrelina/GHSR a nivel 
hipotalámico 
Hasta aquí, hemos mostrado que la señalización del sistema ghrelina/GHSR es importante para 
modular los eventos hiperfágicos y fundamental para modular la respuesta de las neuronas CRF y el eje 
HHA ante un evento de ayuno. Ante una situación de déficit energético severo no solo aumentó la 
expresión de GHSR, sino que también aumentaron los niveles de ghrelina y de DAG en plasma. Debido a 
que, a la fecha, no se ha publicado la existencia de un receptor específico para DAG y, en consecuencia, 
continúa siendo un tema de debate si este péptido puede considerarse como una hormona en sí o un mero 
producto de degradación de la ghrelina, nos propusimos aportar información sobre este tema estudiando 
detalladamente los sitios de acción de la DAG en el cerebro, y enfocándonos particularmente en las 
consecuencias funcionales de su acción en el ARC y su relación con el sistema ghrelina/GHSR a nivel 
hipotalámico. 
En el desarrollo de este trabajo mostramos evidencias sólidas de que la DAG se une directamente 
a neuronas del ARC. Para llevar a cabo este estudio, utilizamos un análogo de la DAG de 19 aminoácidos 





el extremo C-terminal. La marca fluorescente observada por la unión de F-DAG en el ARC se redujo 
cuando agregamos un exceso de DAG no marcada, sugiriendo que la unión del trazador fue específica, y 
representando una herramienta eficaz para detectar los sitios de unión de DAG en el cerebro. Asimismo, 
la F-DAG aumentó los niveles de c-Fos en el ARC y bloqueó el efecto orexigénico de la ghrelina 
administrada por vía subcutánea de la misma manera que lo hizo la DAG, indicando, además, que este 
péptido trazador F-DAG es completamente bioactivo. Está bien descripto en la literatura que para que la 
ghrelina pueda unirse y activar a GHSR necesita de los primeros 4-5 aminoácidos N-terminales y el grupo 
octanoilo (Bednarek et al., 2000). De forma similar, parecería que la región de unión de la DAG a su 
receptor, aún desconocido, también se ubicaría dentro de los primeros aminoácidos N-terminales debido 
a que la secuencia aminoacídica del extremo N-terminal del trazador no difiere de la secuencia de la DAG 
intacta (Hosoda et al., 2000). En base a esto, era esperable que la especificidad por el receptor se 
encuentre en esta zona debido a que es la única región en la que la DAG difiere de la ghrelina por la 
presencia o ausencia del grupo octanoílo.  
Posteriormente, caracterizamos fenotípicamente las poblaciones neuronales donde se une la DAG, 
dentro de las cuales pudimos detectar una sub-población de neuronas NPY del ARC y un tipo celular 
ependimario denominado tanicito. Ambos tipos celulares se encuentran localizados en estrecha cercanía 
a la EM, siendo fácilmente alcanzados por la DAG en circulación. Dado que las neuronas NPY/AgRP 
cumplen un rol fundamental en la regulación del apetito, podrían ser las mediadoras de los efectos de la 
F-DAG encontrados sobre el consumo de alimento (Gropp et al., 2005, Luquet et al., 2005). La mayoría de 
las neuronas NPY/AgRP del ARC expresan GHSR (Willesen et al., 1999), y sólo en la parte medial de este 
núcleo hay co-expresión de GHSR y receptores de leptina (Perello et al., 2012), indicando una elevada 
especialización de estas neuronas en la integración de las señales periféricas que regulan el balance 
energético. Curiosamente, observamos que la F-DAG también se unió a células que no fueron NPY+ ni 
POMC+, lo que nos indicaría que este péptido podría estar impactando adicionalmente en otro tipo 
neuronal dentro del ARC, que continúa sin conocerse hasta el momento. 
En esta caracterización fenotípica de los sitios hipotalámicos donde se une F-DAG, también se 
encontró marca en los tanicitos que recubren el suelo del tercer ventrículo. Los tanicitos hipotalámicos son 
células ependimales bipolares especializadas que conectan el líquido cefalorraquídeo (LCR) con los 
capilares fenestrados de la EM, por lo que la observación de co-localización con la F-DAG supondría que 
serían capaces de transportar DAG a través de la barrera sangre-LCR. En apoyo a esta posibilidad, 
estudios previos llevados a cabo en nuestro laboratorio han mostrado que la F-ghrelina también se detecta 
en los tanicitos de los animales inyectados centralmente con este marcador (Cabral et al., 2013, Cabral et 
al., 2014). Se ha reportado que los tanicitos hipotalámicos ubicados en la EM también incorporan leptina 
circulante a través de un receptor especifico transportándola directamente al líquido cefalorraquídeo 
(Balland et al., 2014). Estudios más recientes han mostrado que los tanicitos hipotalámicos también 
internalizan la ghrelina o F-ghrelina administradas sistémicamente en ratones, encontrándose un 
consecuente aumento en el nivel de ghrelina presente en el LCR luego de estas administraciones (Uriarte 
et al., 2018). De acuerdo a estos resultados, y sumado al hecho de que la DAG accede rápidamente al 
cerebro (Banks et al., 2002), los tanicitos hipotalámicos podrían estar cumpliendo un rol relevante en éste 





débilmente con F-DAG en otras áreas del cerebro de los ratones administrados con este péptido; sin 
embargo, esta marca fue menos intensa en comparación con la marca descripta en el ARC. Por este 
motivo, resulta necesario enfatizar que el número, la ubicación y la señal fluorescente de las células 
marcadas con F-DAG encontradas en este estudio, dependieron de la accesibilidad al parénquima cerebral 
de este trazador inyectado por vía central. A pesar de que la vía de administración nos brindó herramientas 
robustas para visualizar los sitios de unión directos para DAG, nos limitó en la detección de otros sitios de 
unión alejados de la zona ventricular en el cerebro del ratón. 
Como mencionamos anteriormente, debido a que la F-DAG se une a una sub-población de neuronas 
NPY/AgRP del ARC que se caracterizan por expresan altos niveles de GHSR, estudiamos si la unión y el 
efecto de la DAG dependen de este receptor. De manera interesante, encontramos células que unen F-
DAG en el cerebro de ratones GHSR(-/-) indicando que la presencia de GHSR no es requerida para la 
unión de DAG. En base a esto, existen trabajos previos que también sugieren que las acciones de la DAG 
son independientes de GHSR. Por ejemplo, el tratamiento central con DAG regula la temperatura corporal 
en presencia de antagonistas de GHSR (Inoue et al., 2013); además, la DAG se encuentra involucrada en 
la regulación del metabolismo de la glucosa y los lípidos en ratones GHSR(-/-) (Delhanty et al., 2010). 
Asimismo,  varios estudios de unión en diferentes tipos celulares sugieren la existencia de un receptor 
específico para la DAG diferente de GHSR (Sato et al., 2006, Lear et al., 2010, Togliatto et al., 2010). Sin 
embargo, y tal como mencionamos anteriormente en la Discusión, no se puede descartar que los animales 
GHSR(-/-) utilizados en este trabajo presenten un mínimo nivel de expresión de GHSR que permita la 
unión de F-DAG. De todas maneras, la probabilidad de que esto ocurra es extremadamente baja debido a 
que los animales GHSR(-/-) tratados con DAG mostraron un aumento significativo en el número de células 
c-Fos+ en el ARC que no difirió de las cuantificaciones realizadas en animales WT bajo el mismo 
tratamiento. Por consiguiente, según nuestra revisión bibliográfica, los estudios llevados a cabo en este 
trabajo son los primeros que muestran que la DAG se une específicamente a neuronas hipotalámicas a 
través de un receptor desconocido pero diferente de GHSR. 
Consistentemente con su acción sobre neuronas del ARC, y debido a las inconsistencias 
encontradas en la literatura sobre los efectos de la DAG sobre la ingesta de alimentos (Asakawa et al., 
2005, Chen et al., 2005, Inhoff et al., 2008), en este trabajo estudiamos el rol de la DAG en situaciones de 
alto consumo de alimento espontáneo, como lo son la fase nocturna del ciclo luz/oscuridad y durante la 
realimentación luego de un periodo de ayuno. En nuestras condiciones experimentales, no logramos 
detectar ningún efecto significativo de la DAG administrada centralmente sobre el consumo de alimento 
en ninguno de los protocolos experimentales utilizados. Estos resultados no fueron completamente 
inesperados debido a que otros estudios tampoco han podido detectar efectos inhibitorios de la DAG sobre 
la ingesta de alimentos en animales alimentados ad libitum o realimentados luego de un ayuno (Matsuda 
et al., 2006, Neary et al., 2006, Toshinai et al., 2006). Por otro lado, debemos destacar que nuestras 
observaciones no parecen depender de la dosis utilizada, debido a que otros estudios tampoco han 
detectado ningún efecto sobre este parámetro usando un rango más amplio de dosis (Heppner et al., 
2014). En este trabajo, utilizamos la vía de administración central de la DAG para evitar cualquier potencial 
contribución de las acciones periféricas del péptido en nuestras observaciones, y para descartar, 





cerebro. Por lo tanto, la razón de las inconsistencias encontradas entre nuestros resultados y algunos 
trabajos previos (Asakawa et al., 2005, Chen et al., 2005) no queda clara; sin embargo, el hecho de no 
haber observado una disminución de la ingesta de alimentos en la fase nocturna ni en el periodo de 
realimentación posterior al ayuno, nos permiten descartar cualquier efecto de la DAG sobre la señalización 
constitutiva de GHSR. 
Dado que el efecto orexigénico en respuesta a la administración de la ghrelina es mediado por las 
neuronas NPY/AgRP del ARC (Nakazato et al., 2001, Chen et al., 2004, Cabral et al., 2014, Wang et al., 
2014), posteriormente evaluamos la posible interacción de la DAG y la administración de ghrelina sobre la 
ingesta de alimento. A diferencia de los resultados previamente obtenidos con el consumo de alimento 
espontáneo, en este caso, encontramos que la misma dosis utilizada anteriormente de DAG administrada 
ICV afectó la ingesta de alimentos inducida por la ghrelina administrada periféricamente, resultados que 
confirman los datos previamente publicados (Inhoff et al., 2008). Sin embargo, no detectamos ningún 
efecto sobre las acciones de ghrelina administrada de forma central. Posiblemente este resultado sea 
consecuencia de las diferentes dosis de ghrelina utilizadas en estos estudios. Estas dosis fueron 
previamente caracterizadas en nuestro laboratorio, mostrando que la dosis utilizada en las 
administraciones periféricas es suficiente para aumentar la ingesta de alimentos alcanzando y activando  
exclusivamente al ARC y la EM (Cabral et al., 2014, Cabral et al., 2015). En cambio, la dosis utilizada en 
las administraciones centrales, además de generar aumentos mayores del consumo de alimento, también 
es capaz de acceder y activar a una gran variedad de núcleos cerebrales que pueden mediar los efectos 
orexigénicos de la hormona incluso en ausencia del ARC (Nakazato et al., 2001, Lawrence et al., 2002, 
Cabral et al., 2013, Cabral et al., 2014, Cabral et al., 2015). Por todo lo anteriormente expuesto, los 
resultados obtenidos en base al estudio comportamental del consumo de alimento junto con los datos 
neuroanatómicos previamente mostrados, podemos concluir que la DAG es capaz de bloquear las 
acciones orexigénicas de la ghrelina inyectada por vía subcutánea a través de su acción sobre neuronas 
del ARC, pero no sobre otros sitios blanco de ghrelina en el cerebro.  
Las implicancias fisiológicas del efecto de la DAG sobre las acciones de ghrelina a nivel hipotalámico 
continúan siendo inciertas. Algunos estudios han sugerido que la ghrelina y la DAG podrían ser producidas 
centralmente (Sato et al., 2005); sin embargo, la fuente principal de estos péptidos en el hipotálamo parece 
ser a través del acceso desde la circulación (Furness et al., 2011, Cabral et al., 2015, Perello et al., 2018, 
Uriarte et al., 2018). Los niveles plasmáticos de ambos péptidos incrementan al mismo tiempo, es decir, 
antes de los períodos de alto consumo de alimento como lo son al comienzo y al final de la fase oscura 
del ciclo de luz/oscuridad de los roedores (Murakami et al., 2002) o durante condiciones de ayuno como 
mostramos en este trabajo. Consideramos que al igual que para el sistema ghrelina/GHSR, los efectos 
biológicos de la DAG podrían intentar desenmascararse en condiciones donde sus niveles se encuentren 
elevados. De hecho, la ausencia de efecto de la DAG sobre la ingesta nocturna o sobre la hiperfagia 
compensatoria en respuesta al ayuno que observamos en nuestros experimentos, quizá se deba a que en 
ambas condiciones las concentraciones de la DAG endógena ya se encontraban elevadas y que, por ende, 
la DAG administrada no fuera capaz de generar un efecto adicional. No obstante, la ausencia de efecto de 
la DAG en la ingesta post-ayuno concuerda con el hecho de que dicha hiperfagia compensatoria posterior 





explicando de esta manera la falta de un efecto en este protocolo. Por otro lado, a pesar de que la DAG y 
la ghrelina se secretan juntas en el estómago, la DAG también se produce rápidamente por la desacilación 
de la ghrelina en la circulación (Akamizu et al., 2004, De Vriese et al., 2004). Por lo tanto, el mecanismo 
de desacilación de la ghrelina en plasma podría funcionar como un mecanismo modulador de la actividad 
de esta hormona debido a que no solo disminuye su concentración plasmática sino que también limita sus 
acciones biológicas a través de la producción de DAG. Este rol anorexigénico de la DAG es consistente 
con el fenotipo de los ratones transgénicos que sobre-expresan el gen de ghrelina en tipos celulares que 
carecen de la expresión de GOAT. Estos ratones transgénicos muestran un elevado nivel de DAG en 
plasma, en vez de ghrelina, como así también muestran una reducción en la ingesta de alimentos, el peso 
corporal, la masa grasa y la longitud corporal (Uchida et al., 2013).  
 Con la finalidad de obtener información adicional sobre el posible mecanismo por el cual la DAG 
interactúa con la ghrelina disminuyendo su efecto orexigénico realizamos un análisis de distribución 
topográfica de las células c-Fos+ en las distintas subregiones del ARC. Confirmamos en este trabajo que 
tanto la ghrelina como la DAG, incrementan el numero de celulas c-Fos+ en el ARC como ya había sido 
reportado previamente (Asakawa et al., 2005, Cabral et al., 2014). Sin embargo, el efecto de la DAG y la 
ghrelina podrían estar desencadenándose sobre diferentes poblaciones neuronales del ARC, lo cual 
impactaría de manera diferencial sobre la ingesta de alimentos. Las neuronas marcadas con F-DAG y la 
inducción de c-Fos en respuesta a DAG ocurrió principalmente en el ARCvm, en el mismo sitio donde se 
encuentran localizadas principalmente las neuronas NPY/AgRP (Elias et al., 1998). Incluso, como 
describimos anteriormente, una sub-población de estas neuronas se marcaron con F-DAG. Por este 
motivo, la DAG podría impactar directamente sobre esta sub-población de neuronas que, a su vez, es un 
sitio clave de la ghrelina en el ARC (Wang et al., 2002). Debido a que las neuronas NPY no pueden 
visualizarse fácilmente utilizando una IHQ convencional en ratones salvajes sin un tratamiento previo con 
colchicina, no fue posible en este trabajo estudiar la activación neuronal por DAG sobre estas celulas. Sin 
embargo, queda a la fecha, realizar estos experimentos utilizando el modelo de raton transgénico NPY-
GFP disponible en nuestro laboratorio. De todas maneras, no sería posible confirmar una accion directa 
de DAG sobre las neuronas NPY/AgRP del ARC basándonos solamente en la observación de un aumento 
en los niveles de c-Fos en estas neuronas, debido a que la expresión de este marcador también se puede 
dar en células activadas indirectamente por los circuitos neuronales que regula y no siempre se encuentra 
asociado con un aumento de la actividad neuronal (Hoffman and Lyo, 2002). De hecho, la DAG podría 
estar interviniendo en las vías de señalización de la ghrelina a niveles moleculares corriente abajo de c-
Fos, como resultado de la elevada complejidad de los mecanismos de señalizacion intracelulares 
regulados por GHSR (Lopez Soto et al., 2015). Otra alternativa seria que la inhibicion del efecto orexigenico 
de la ghrelina desencadenada por la DAG sea ocasionada por el efecto sobre una población diferente de 
neuronas anorexigénicas presentes en el ARCvm. Esta posibilidad se sustenta con el hecho de que la F-
DAG tambien marcó un grupo de células en el ARC no identificadas hasta el momento y por la observacion 
de que el tratamiento ICV con DAG y ghrelina periférica mostró un efecto aditivo sobre la inducción de c-
Fos en el ARCvm. En base a todo lo expuesto, consideramos que se necesitarán mayores estudios que 
revelen una posible co-localizacion del receptor de DAG con GHSR en el ARC para poder discriminar entre 





La inducción de c-Fos ya habia sido utilizada previamente para identificar los sitios neuronales 
blanco de la DAG. Dos estudios independientes han mostrado que la DAG aumenta el numero de celulas 
c-Fos+ en las neuronas POMC y Nesfastina-1 del ARC (Inhoff et al., 2008, Stevanovic et al., 2014). Ambos 
tipos celulares podrían ser la misma población debido a que ambos neuropéptidos se co-producen en 
neuronas del ARC (Brailoiu et al., 2007). En este trabajo pudimos confirmar que la DAG activa las neuronas 
POMC del ARC a pesar de no unirse directamente a ellas. Además, tanto la ghrelina como la DAG activan 
estas neuronas con un porcentaje similar; siendo la DAG más selectiva respecto a la activación de las 
neuronas POMC, al menos en función del porcentaje de neuronas POMC+ en comparación con el total de 
neuronas activadas. Por consiguiente, podríamos especular que la DAG activaría preferentemente a las 
neuronas anorexigénicas dentro del ARC de manera indirecta, debido a que estas neuronas no fueron 
marcadas con F-DAG inyectada ICV. Si bien nuestros datos respaldan la posibilidad de que la DAG y la 
ghrelina tengan un impacto diferencial a nivel de ARC, resulta interesante resaltar la observación de que 
los tanicitos hipotalámicos muestren una captación significativa de la F-DAG. En relacion a estos 
resultados, otra explicacion alternativa sería que la DAG administrada ICV pueda inhibir el efecto 
orexigénico de la ghrelina administrada por vía subcutánea reduciendo el transporte de esta hormona 
periférica al hipotálamo. Estudios recientes respaldan esta posibilidad mostrando que la administracion 
ICV de un péptido que presenta los mismos aminoácidos que ghrelina en un orden diferente y que no es 
bioactivo, bloquea parcialmente el efecto orexigénico de la ghrelina administrada periféricamente (Uriarte 
et al., 2018). En resumen, esta última parte de este trabajo de Tesis Doctoral aporta evidencias directas 
de que existen sitios de unión específicos para la DAG en el hipotálamo de un ratón adulto y que la 
localización del receptor aún desconocido en neuronas del ARC concuerda con el rol potencial de DAG en 
la regulación de la ingesta de alimentos.  
Por otro lado, en el marco de esta Tesis Doctoral no pudimos profundizar el estudio de los efectos 
de la DAG sobre el eje HHA a pesar de la observación de que la DAG también activa al NPV cuando es 
administrada ICV. Por ello, y debido a que la DAG también regula algunas poblaciones del ARC, podríamos 
inferir que la activación de las neuronas del NPV ocurriría de manera indirecta y en dependencia del ARC 
debido a que es el único núcleo cerebral en el que observamos la mayor unión de este péptido. Futuras 
investigaciones serán necesarias para establecer la relevancia fisiológica y los posibles mecanismos 
neuronales por los cuales la DAG interviene en estos circuitos. 
Creemos que los aportes que realizamos en este área son de extremada importancia para 
aplicaciones clínicas en un futuro cercano. Recientemente, se ha desarrollado un compuesto denominado 
AZP-531, el primer análogo de la DAG que ya ha sido probado en roedores mostrando una inhibición del 
efecto orexigénico de la ghrelina, una mejora en el control de la glucemia y una diminución del peso 
corporal (Allas et al., 2018). En la actualidad este compuesto se encuentra en ensayo clínico fase 2b/3 
para evaluar su seguridad, tolerabilidad y eficacia para su uso a largo plazo en pacientes con Síndrome 
de Prader-Willi (ClinicalTrials.gov [Internet]. Bethesda (MD): National Library of Medicine (US). Febrero 
2019. Identificador: NCT03790865. Effects of Livoletide (AZP-531) on Food-related Behaviors in Patients 
































Los resultados presentados en este trabajo de Tesis Doctoral nos permiten concluir que: 
1. El sistema ghrelina/GHSR es parcialmente necesario para el desarrollo un evento hiperfágico 
completo luego de un ayuno de 48 hs. Dicho rol del sistema ghrelina/GHSR durante el ayuno 
involucraría a las neuronas NPY/AgRP del ARC y sería independiente de la ghrelina plasmática. 
2. El sistema ghrelina/GHSR es totalmente necesario para que ocurra la activación de las neuronas 
CRF del NPV y eje HHA durante un ayuno de 48 hs. Dicho rol del sistema ghrelina/GHSR durante 
el ayuno implicaría un aumento en la cantidad de proyecciones de las neuronas NPY/AgRP desde 
el ARC hacia el NPV, las cuales serían necesarias para la activación de las neuronas CRF. 
3. La DAG actúa directamente sobre una sub-poblacion de neuronas NPY/AgRP del ARC de manera 
independiente a GHSR. En algunas condiciones experimentales, la DAG inhibe las acciones 
orexigénicas de la ghrelina. 
 
Figura 43: Esquema del hipotálamo de un ratón donde se muestran los potenciales mecanismos por el cual el 
sistema ghrelina/GHSR modula la hiperfagia compensatoria posterior a un ayuno y por el cual activaría a las 
neuronas CRF del NPV en ratones alimentados (izquierda) y en ratones ayunados por 48 hs (derecha). Las 
abreviaturas indican: ARC: núcleo Arcuato, NPV: núcleo paraventricular, EM: eminencia media, CRF: factor 
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